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1. Einleitung
Apoptose ist ein zellautonomes “Selbstmordprogramm“, das aktiviert wird, um 
geschädigte oder überzählige Zellen schnell und effi zient zu beseitigen. In den 
letzten 10 Jahren wurde immer deutlicher, welche wichtige Rolle Apoptose in 
der Biologie einnimmt. Diese Erkenntnis spiegelt sich nicht zuletzt in den über 
12.000 Veröffentlichungen zu diesem Thema alleine im Jahre 2002 wider. 
Apoptose spielt im Tierreich nicht nur bei der Entwicklung des Nervensystems, des 
Immunsystems und der Morphogenese der Gliedmaßen, sondern auch beim Erhalt 
der Gewebehomeostase und der Eliminierung abnormaler oder geschädigter Zellen 
eine Schlüsselrolle (Baehrecke, 2002). Im Körper eines erwachsenen Menschen 
begehen in jeder Minute mehrere Millionen Zellen Apoptose (Raff, 1998). Gerät 
dabei die Balance zwischen neugebildeten und sterbenden Zellen außer Kontrolle, 
hat dies für den Organismus fatale Konsequenzen. Wenn zuwenig Zellen sterben, 
kann Krebs die Folge sein. Degenerative Krankheiten, wie Alzheimer, sind hingegen 
mit einem zuviel an Apoptose verbunden (Lawen, 2003).
Obwohl Zellen in so großer Anzahl kontrolliert sterben, wurde Apoptose erst 
1972 von Kerr, Wyllie und Currie beschrieben (Kerr et al., 1972). Während 
nekrotische Zellen anschwellen, platzen, dabei ihren Zellinhalt freisetzen und 
somit eine Entzündungsreaktion hervorrufen, weisen apoptotische Zellen andere 
morphologische Merkmale auf: Die Zellen schrumpfen, das Chromatin kondensiert, 
die DNA wird zu Oligonucleosom großen Fragmenten degradiert (DNA-Laddering), 
es kommt zu einer Exposition von Phosphatidylserin auf der Außenseite der 
Zellmembran (Martin et al., 1995; Zwaal and Schroit, 1997) und die Zellen werden 
von Nachbarzellen oder Makrophagen phagozytiert. Nach einer Stunde sind meist 
schon alle Überreste der apoptotischen Zelle beseitigt (Jacobson et al., 1997). Weil 
apoptotische Zellen so schnell beseitigt werden, sind, auch wenn sehr viele Zellen 
sterben, nur wenig sterbende Zellen zu beobachten. Dies war einer der Gründe, 
warum Apoptose solange vernachlässigt und das Ausmaß der Apoptose lange 
unterschätzt wurde (Raff, 1998). 
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1.1. Apoptose in C.elegans
Erst 20 Jahre nachdem das Konzept der Apoptose zum erstenmal vorgeschlagen 
wurde, setzte sich die Vorstellung durch, dass alle tierischen Zellen ein eingebautes 
Selbstmordprogramm besitzen. Dies war vor allem den genetischen Studien von 
Horvitz und Ellis an dem Nematoden C. elegans zu verdanken (Ellis and Horvitz, 
1986). In der Entwicklung von C.elegans werden insgesamt 1090 somatische 
Zellen gebildet, 131 von ihnen sterben durch Apoptose, so dass ein adultes Tier 
aus genau 959 somatischen Zellen besteht (Sulston and Horvitz, 1977). Horvitz und 
Ellis identifi zierten zwei Gene, ced-3 und ced-4 (ced steht für cell death abnormal) 
die notwendig sind, damit diese 131 Zellen sterben. Mutanten in diesen Genen 
enthielten 131 zusätzliche Zellen, waren lebensfähig und hatten eine normale 
Lebensspanne. Inzwischen wurden weitere, an der Apoptose und deren Regulation 
beteiligte Gene in C.elegans gefunden. Die zentrale, für die Ausführung der 
Apoptose verantwortliche Maschinerie besteht aus vier Komponenten: ced-3, ced-
4, ced-9 und egl-1 (egg laying defective) (Abb. 1).
Abb. 1: Apoptose Pathway in C.elegans; 
C.elegans
Apoptose
CED-9
CED-3
EGL-1
CED-4
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Das von ced-3 codierte Protein ähnelte dem aus dem Menschen bekannten Protein 
ICE (Yuan et al., 1993). ICE steht für Interleukin-1-converting enzyme und ist eine 
Protease, die Interleukin-1, ein Entzündung auslösendes Signalprotein, aus einem 
Vorläuferprotein „ausschneidet“ (Thornberry et al., 1992). Die Ähnlichkeit von CED-
3 und ICE war ein erster Hinweis darauf, dass Proteolyse bei der Apoptose eine 
Rolle spielt. CED-3, CED-4 und CED-9 sind während der Embryonalentwicklung in 
allen Zellen vorhanden. CED-3 liegt als unprozessiertes Proenzym vor und bleibt 
in den meisten Zellen inaktiv. Dies wird durch das antiapoptotisch wirkende Protein 
CED-9 erreicht, das mit der äußeren Mitochondrienmembran assoziiert ist und mit 
CED-4 interagiert und so eine Aktivierung von CED-3 durch das proapoptotische 
CED-4 verhindert. In Zellen, die Apoptose einleiten, wird EGL-1 exprimiert, das 
an CED-9 bindet und damit CED-4 freisetzt. CED-4 wiederum aktiviert CED-3 und 
leitet somit Apoptose ein. 
1.2. Apoptose bei Säugetieren
1.2.1 Caspasen
Nachdem die Schlüsselkomponenten der Apoptose in C.elegans bekannt waren, 
wurden in Säugetieren weitere homologe Proteine gefunden. Zu CED-3 sind im 
Menschen inzwischen 11 homologe Proteine bekannt (Alnemri et al., 1996; Pistritto 
et  al., 2002). Es sind Cystein Proteasen, die alle ein Cystein im aktiven Zentrum 
haben und Substrate spezifi sch nach einem bestimmten Aspartat schneiden. Sie 
werden daher Caspasen (Cysteinyl Aspartat Proteinase) genannt. Eine weitere 
Gemeinsamkeit aller Caspasen ist, dass sie als inaktive Proenzyme (Zymogen) 
exprimiert werden. Sie bestehen aus einer Prodomäne, einer großen (17-22 kDa) 
und einer kleinen Untereinheit (10-12 kDa) (Abb. 2a). 
Bei ihrer Aktivierung werden sie zwischen den Domänen proteolytisch gespalten 
und die große und kleine Untereinheit bilden ein Heterodimer (Ramage et al., 1995). 
An der Bildung des katalytischen Zentrums und der Substratbindungstasche sind 
Aminosäuren beider Untereinheiten beteiligt (Shi, 2002a). In den bisher bekannten 
Kristallstrukturen von aktiven Caspasen (Caspase-1, -3, -8, und -9) bilden zwei 
Heterodimere ein Tetramer mit zwei unabhängigen katalytischen Zentren (Abb. 
2b). Die Prozessierung des Zymogens erfolgt durch andere Caspasen oder 
Einleitung
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Autoprozessierung. Caspasen sind hochspezifi sche Proteasen, die eine vier 
Aminosäure lange Erkennungssequenz N-terminal der Schnittstelle benötigen 
(Margolin et al., 1997). Die Unterschiede in der Erkennungssequenz ist eine 
Erklärung für ihre unterschiedlichen biologischen Funktionen.   
Abb.2: a) Schematische Darstellung der Caspase-3; Aminosäuren die in dem aktiven Enzym das 
katalytische Zentrum  bilden sind rot dargestellt. 
b) 3-D Struktur des Caspase-3 Tetramers im Kompex mit dem Inhibitor Ac-DEVD-CHO. Die großen 
Untereinheiten sind blau und grün, die kleinen Untereinheiten rot und pink, der Inhibitor gelb gefärbt. 
(Nach Rotonda et al., 1996)
An der Apoptose sind die Caspasen-2, -3, -6, -7, -8, -9, -10 und -14 beteiligt. Dabei 
ist die Rolle von Caspase-14 noch nicht gesichert, sie scheint vor allem bei der 
terminalen Differentierung von Keratinozyten eine Rolle zu spielen (Eckhart et 
al., 2000) und wird als einzige Caspase nicht ubiquitär, sondern nur in Epithelien 
exprimiert (Ahmad et al., 1998).
Die Caspasen-1, -4, und -5 sind an der Prozessierung von Zytokinen beteiligt. 
Abb 2
humane Caspase-3
a
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Caspase-11 ist bisher nur in der Maus und der Ratte identifi ziert worden und scheint 
zu Caspase-4 homolog zu sein (Van de Craen et al., 1997). Das Gen für Caspase-
12 beim Menschen enthält im Vergleich zu diesem Gen in Nagetieren so viele 
Mutationen, dass keine aktive Caspase-12 im Menschen exprimiert werden kann 
(Fischer et al., 2002). Bei der humanen Caspase-13 hat sich herausgestellt, dass es 
das Rinder Homolog zur humanen Caspase-4 ist (Koenig et al., 2001).
Die Caspasen lassen sich nach ihrer Struktur und Funktion in drei Gruppen einteilen 
(Abb. 3).  
Abb. 3: Klassifi zierung der humanen Caspasen nach ihrer physiologischen Funktion und Struktur 
der Prodomäne.
Initiator-Caspasen besitzen eine lange Prodomäne mit einer CARD (caspase 
recruitment domain) oder einer DED (death effector domain) Sequenz, die mit 
anderen CARD oder DED Domänen interagieren kann (Kumar and Colussi, 
1999). Procaspase-2 und -9 haben eine CARD Domäne, Procaspase-8 und -10 
eine DED Domäne. Caspase-14 besitzt als einzige Initiator-Caspase nur eine 
kurze Prodomäne, ohne ein erkennbares Sequenz-Motiv (Van de Craen et al., 
1998). Initiator-Caspasen sind in der Lage sich selbst zu aktivieren und können 
anschließend eine so genannte Caspasekaskade initiieren und andere Caspasen 
aktivieren (Slee et al., 1999). 
Effektor-Caspasen besitzen hingegen im allgemeinen nur eine kurze Prodomäne, 
haben keine intrinsische Enzymaktivität und müssen erst durch andere Caspasen 
proteolytisch aktiviert werden. Zu ihnen gehören die Caspasen-3, -6 und -7. 
Effektor
Caspasen
Initiator
Caspasen
ICE
Caspasen
CARD-
Domäne
DED-
Domäne
abb 3
Caspase-3
Caspase-6
Caspase-7
Caspase-1
Caspase-4
Caspase-5
Caspase-2
Caspase-9
Caspase-8
Caspase-10
Caspase-14
Humane Caspasen
kurze
Prodomäne
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Wird in der Zelle eine der Initiator-Caspasen aktiviert, werden kaskadeartig weitere 
Caspasen aktiviert. Übereinstimmend mit der Beobachtung, dass Apoptose nicht 
mit einer allgemeinen und ungerichteten Proteolyse von Proteinen einhergeht, 
werden nur spezifi sche, etwa 100, Zielproteine (Earnshaw et al., 1999; Hengartner, 
2002) meist an nur einer Stelle gespalten, so dass sie ihre Funktion verlieren 
oder ändern. Zu diesen Zielproteinen gehören Proteine, die eine Funktion bei der 
Apoptose einnehmen wie Procaspasen oder Bid und IAPs (inhibitor of apoptosis), 
Cytoskelett Proteine wie Lamin und Aktin, Proteine, die an der Regulation des 
Zellzykluses beteiligt sind, zum Beispiel Cyclin A und Cdc27, Proteine des DNA 
und RNA Metabolismus, unter anderen ICAD (inhibitor of caspase activated 
DNase) und PARP (poly(ADP) ribose polymerase), sowie Proteine, die bei der 
Signaltransduktion eine Rolle spielen, PKB und MEKK1 sind hierfür zwei Beispiele 
(Chang and Yang, 2000). 
Initiator-Caspasen, die am Beginn der Caspasekaskade stehen, können in Säugern 
auf zwei verschiedenen Wegen aktiviert werden. Caspase-9 wird über den Stress 
induzierten mitochondrialen Pathway, Caspase-8 und Caspase-10 über die „Death 
Receptor“ vermittelte Apoptose aktiviert. 
1.2.2.“Mitochondrialer Pathway“
Bcl-2
Ced-9 und auch Egl-1 gehören zu einer Genfamilie, die nach dem Onkogen Bcl-2 
(B-Cell Lymphoma 2) benannt wurde (Igaki and Miura, 2004). In Säugern sind mehr 
als 20 Mitglieder der Bcl-2 Familie bekannt, die alle mindestens eine konservierte 
BH-Domäne (Bcl-2 homology) haben (Cory and Adams, 2002). Sie lassen sich in 
drei Subfamilien gliedern.
Man kennt Proteine der eigentlichen Bcl-2 Gruppe, die antiapoptotisch wirken und 
vier BH-Domänen (BH1 bis BH4) besitzen, und zwei weitere Gruppen Bax und 
BH3-only, die proapoptotisch wirken. Alle Proteine der Bax Gruppe besitzen drei 
BH-Domänen (BH1 bis BH3), wohingegen Proteine der BH3-only Gruppe nur die 
BH3-Domäne enthalten. Proteine der antiapoptotisch wirkenden Bcl-2 Gruppe sind 
mit der äußeren mitochondrialen Membran und der ER/Kernmembran assoziiert. 
Mitglieder der BH3-only Gruppe sind in Zellen auf verschiedene Weisen inaktiviert. 
Bim und Bmf sind zum Beispiel an das Cytoskelett gebunden (Puthalakath et al., 
1999; Puthalakath et al.,2001), phosphoryliertes Bad wird von 14-3-3 gebunden 
Einleitung
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(Zha et al., 1996) und Bid wird als Vorläuferprotein synthetisiert, das zur Aktivierung 
erst von einer Caspase proteolytisch gespalten werden muss (Li et al.; 1998; 
Luo et al., 1998). Sobald Zellen apoptotische Signale erhalten und BH3-only 
Proteine aktiviert werden, interagieren diese mittels ihrer BH3 Domäne mit den 
Bcl-2 Proteinen und schalten deren antiapoptotische Wirkung aus. Bax und Bak, 
ein weiteres Protein der Bax-Gruppe, können dann ihre proapoptotische Wirkung 
entfalten und eine Permeabilisierung der äußeren Mitochondrienmembran einleiten 
(Gross et al., 1999). Der genaue Wirkungsmechanimus und die Interaktionen mit 
den Bcl-2 Proteinen sind allerdings noch nicht vollständig aufgeklärt (Zamzami and 
Kroemer, 2001). 
Bei der Apoptose werden verschiedene Proteine aus den Mitochondrien in das 
Cytoplasma freigesetzt, die alle Apoptose fördern. Das wichtigste unter ihnen 
ist Cytochrom c, das als APAF-2 isoliert wurde (APAF-3 wurde als Caspase-9 
identifi ziert, Li et al., 1997). Cytochrom c wird im Nukleus codiert, als inaktives 
Apo-Cytochrom c an freien Ribosomen im Cytoplasma translatiert und in die 
Mitochondrien importiert. Dort bekommt es seine aktive Form, indem es zu einem 
globulären Protein “umgefaltet“ und eine Häm-Gruppe angehängt wird. Nur Holo-
Cytochrom c, nicht aber Apo-Cytochrom c, kann im Cytoplasma Apoptose auslösen 
(Liu et al., 1996). Die Fähigkeit zum Elektronentransport ist hierfür allerdings nicht 
erforderlich (Kluck et al., 1997). Die Vorstellung von den Bcl-2 Proteinen ist heute 
die, dass sie als Wächter über die Integrität des Mitochondriums agieren, in dem eine 
Vielzahl „tödlicher“ Proteine, wie in einer Pandora-Büchse, weggeschlossen sind. 
Zu ihnen gehören außer Cytochrom c auch Smac/Diablo (Second Mitochondria-
derived Activator of Caspase/ Direct IAP Binding protein with Low pI; Diablo ist das 
homologe Protein in der Maus), ein Inhibitor von IAP, und Omi/HtrA2, eine Serin 
Protease, die antagonistisch zu IAP (Inhibitor of Apoptosis Proteins) wirkt, indem sie 
IAP-Caspase Interaktionen zerstört, und AIF (Apoptosis Inducing Factor) (Saelens 
et al., 2004). 
Apoptosom
Cytochrom c bindet nach Freisetzung ins Cytoplasma an APAF-1 (apoptotic 
protease-activating-factor 1), einem zu Ced-4 homologen Protein ( Zou et al., 1997). 
Beide gehören zur Gruppe der AP-ATPasen (Apoptotic-ATPase). Im Unterschied zu 
Ced-4, interagiert APAF-1 nicht mit einem Protein der Bcl-2 Familie und ist auch nicht 
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am Mitochondrium, sondern im Cytoplasma lokalisiert (Conradt and Horvitz, 1998; 
Hausmann et al., 2000). APAF-1 hat drei getrennte Domänen: 1. Eine N-terminale 
CARD-Domäne, die mit der CARD-Domäne in der Prodomäne von Caspase-9 
interagieren kann; 2. Eine Domäne, die eine Nukleotid-Bindestelle mit einer hohen 
Homologie zur Nukleotid-Bindestelle in Ced-4 enthält, und für die Oligomerisierung 
von APAF-1 in Gegenwart von dATP und Cytochrom c verantwortlich ist; 3.  Eine 
C-terminale Domäne mit 12 bis 13 Wiederholungen eines WD40 genannten Motivs, 
das an der Interaktion mit Cytochrom c beteiligt ist und bei Ced-4 fehlt (Cain et al., 
2002; Shi, 2002b).
Abb. 4: a) und b) Modell zur Aktivierung von Apaf-1 und Caspase-9 (verändert nach Adams and 
Cory, 2002) a) Bildung des Apaf-1 Heptamers; b) Aktivierung von Procaspase-9 an Apaf-1; c) und 
d) Struktur des Apoptosoms (Cryo-EM Bilder aus Shi, 2002b) c) Zwei Ansichten des heptameren 
Apoptosoms. Die CARD-Domänen befi nden sich im Zentrum (Nabe), die WD40 Repeats an der Pe-
ripherie (Speiche). d) Struktur des Apoptosoms mit gebundener Caspase-9 (Holoenzym).
Nach der Bindung von Cytochrom c ändert APAF-1 seine Konformation von der 
geschlossenen in die offene Form (Abb. 4a). Unter Beteiligung von dATP bildet sich 
Speiche (WD40) Kuppel
Nabe (CARD)
c d
Apoptosom Holoenzym
Apaf-1
Monomer
Apaf-1
Heptamer
Holoenzym
Cyt c
WD40
CARD
ATP
"geschlossen" "offen"
Caspase-9
Dimer
CARD
dATP
a b
Abb4
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aus sieben Cytochrom c/APAF-1 Heterodimeren ein 1,4 MDa großer Komplex mit 
einer ringförmigen Propellerstruktur, der Apoptosom genannt wird (Abb. 4c).
Die Aktivierung der Initiator-Caspase-9 erfolgt an dem Apoptosom Komplex. Das 
Verhältnis der Enzymaktivität von prozessierter Caspase-9 zu unprozessierter 
Procaspase-9 (Zymogenizität) hat etwa den Wert 10. Bei Caspase-3, einer Effektor-
Caspase, hingegen liegt die Zymogenizität bei über 10.000, d.h. Caspase-9 muss 
nicht prozessiert werden, um aktiv zu sein (Stennicke et al., 1999). Der Grund hierfür 
dürfte ein 15 Aminosäuren langer Linker zwischen großer und kleiner Untereinheit 
sein, der lang und fl exibel genug ist, um die Bildung des katalytischen Zentrums 
zu ermöglichen. Um die hierfür notwendigen allosterischen Veränderungen zu 
induzieren, ist die Interaktion mit dem Apoptosom erforderlich (Stennicke et al. 
1999).
Eine Procaspase-9 bindet an die CARD-Domäne jedes APAF-1 (Abb. 4b und 4d), 
wird dort aktiviert und prozessiert eine benachbarte Procaspase-9 an Asp315, 
so dass daraus eine p35 große Untereinheit und eine p12 kleine Untereinheit 
resultieren. Von Caspase-9 werden Caspase-3 und Caspase-7 aktiviert. Caspase-3 
erhöht in einer positiven Rückkopplungsschleife die Aktivität des Apoptosoms, indem 
es Caspase-9 in der kleinen Untereinheit an Asp330 schneidet. Die resultierende 
Caspase-9 p35/p10 hat eine um den Faktor 8 erhöhte Aktivität im Vergleich zur 
Caspase-9 p35/p12 (Zou et al., 2003). Abbildung 5 zeigt eine schematische 
Übersicht des mitochondrialen Pathways der Apoptose (Abb. 5).
Auch die Aktivierung von Caspase-2, die wie Caspase-9 eine CARD Domäne 
besitzt, scheint von einem großen Proteinkomplex vermittelt zu werden, an dem 
APAF-1 aber nicht beteiligt ist (Read et al., 2002). Der genaue Mechanismus und 
die beteiligten Proteine sowie die Frage, ob bei der stress-induzierten Apoptose 
Caspase-2 oder Caspase-9 die Initiator Caspase ist, bleibt noch offen. Es gibt 
allerdings Hinweise, dass cytotoxischer Stress Caspase-2 aktiviert und diese 
Caspase dann für die Permeabilisierung der Mitochondrien verantwortlich ist 
(Lassus et al., 2002). 
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Abb. 5: Mitochondrialer Pathway der Apoptose. Cytochrom c wird aus dem Mitochondrium freige-
setzt bindet an die WD40 Motiv von Apaf-1 und führt zu deren  „Entfaltung“. An die „offene“ Form 
von Apaf-1 kann dATP binden. Dies führt zu weiteren Konformationsänderungen und ermöglicht die 
Bildung des Apaf-1 Heptamers, der Procaspase-9 rekrutieren kann. Procaspase-9 wird am Apopto-
som aktiviert und kann sich autokatalytisch spalten. Die so entstandene aktive Caspase-9 bleibt an 
das Apoptosom gebunden. XIAP ein IAP kann an Caspase-9 binden und deren Aktivität inhibieren. 
SMAC und OMI/Htra2, die auch aus dem Mitochondrium freigesetzt werden, binden wiederum an 
XIAP und können diese Inhibierung aufheben. Nicht inhibierte Caspase-9 kann Effektor-Caspasen 
aktiviern und die Caspase-Kaskasde initiieren. (Nach Cain et al., 2001)
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1.2.3. Death-Rezeptor vermittelter Pathway
Auch bei der Death-Rezeptor vermittelten Apoptose spielen die Mitochondrien 
eine Rolle, allerdings nur bei der sekundären Amplifi kation der Caspasekaskade. 
Ausgelöst wird die Apoptose durch die Bindung von Liganden an sogenannte 
Death-Rezeptoren. Diese Death-Rezeptoren gehören zur Familie der Tumor-
Necrosis-Factor (TNF)-/ Nerve-Growth-Factor (NGF)-Rezeptoren. Bisher sind im 
Menschen sechs Death-Rezeptoren bekannt, TRAIL-R1 ( TRAIL=TNF Related 
Apoptosis Inducing Ligand), TRAIL-R2, TNF-R1, CD95, DR3 (Death Receptor) 
und DR6, wobei einige unter unterschiedlichen Namen publiziert wurden (Sartorius 
et al., 2001).  Aktiviert werden sie von Liganden der TNF Familie. Diese Liganden 
sind Transmembranproteine, die von Metalloproteasen zu einer löslichen Form 
prozessiert werden können. Ob die lösliche oder die membrangebundene Form des 
Liganden Apoptose induziert, war lange unklar. Eine Studie (Hohlbaum et al., 2000) 
hat jedoch gezeigt, dass an die Membran gebundener CD95L Apoptose induziert, 
wohingegen löslicher CD95L Apoptose hemmt. 
CD95 vermittelte Apoptose
Abb. 6: CD95 vermittelte Apoptose. Bindung von CD95-L führt zur Trimerisierung und Aktivierung 
von CD95. Über das Adaptorprotein FADD kann Procaspase-8 an den „Death Inducing Signaling 
Complex“ (DISC) binden und sich autokatalytisch aktiviern. (Nach Chang and Yang, 2000)
Abb 6
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Am genauesten ist die Death-Rezeptor induzierte Apoptose am Beispiel von CD95 
(auch Fas oder APO-1 genannt) charakterisiert. Durch Bindung des als Trimer 
vorliegenden Liganden CD95L erfolgt eine Trimerisierung des CD95-Rezeptors. 
Dies ist für die Weiterleitung des Signals erforderlich, weil CD95 weder als Monomer 
noch als Dimer Apoptose induzieren kann (Dhein et al., 1992). Die intrazelluläre 
Seite des Rezeptors enthält eine etwa 80 Aminosäuren lange Death Domäne (DD), 
die über homophile Interaktionen an andere Proteine wie FADD  (Fas-associated 
Protein with Death Domain) und RIP mit ihrer DD binden kann (Cinnaiyan et al., 
1995; Lin et al., 1999). FADD besitzt zusätzlich zur DD eine DED (Death Effector 
Domain), mittels derer Procaspase-8 und Procaspase-10, die ebenfalls eine DED 
in ihrer Prodomäne besitzen, an den DISC (Death Inducing Signaling Complex) 
genannten Rezeptorkomplex binden können (Sprick et al., 2002) (Abb. 6). Die 
Aktivierung der an DISC gebundenen Procaspasen wird ähnlich wie bei der am 
Apoptosom aktivierten Caspase-9 mit dem „induced-proximity“-Modell erklärt 
(Salvesen and Dixit, 1999). Dieses Modell setzt voraus, dass Procaspasen eine 
niedrige basale Enzymaktivität haben. Sobald zwei oder mehr Procaspasen 
eng zusammen gebracht werden, aktivieren sie sich gegenseitig in trans. Diese 
Vorstellung wird durch die Beobachtung unterstützt, dass die Dimerisierung von 
Procaspase-10 die Aktivierung von Caspase-10 induziert (Wang et al., 2001a). Ein 
Unterschied zu Caspase-9 besteht darin, dass Caspase-8 und -10, wie bei den 
meisten Caspasen, nicht nur zwischen großer und kleiner Untereinheit, sondern 
auch zwischen Prodomäne und großer Untereinheit gespalten werden (Krueger et 
al., 2001). Nach der Abtrennung der Prodomäne bildet sich aus je zwei großen und 
kleinen Untereinheiten am DISC die aktive Caspase und wird in das Cytoplasma 
freigesetzt (Lavrik et al., 2003). Hier aktiviert Caspase-8 die Effektor-Caspase-3. 
Zusätzlich wird auch noch der mitochondriale Pathway induziert und somit eine 
Signalverstärkung erreicht, indem Caspase-8 Bid prozessiert und damit aktiviert (Li 
et al., 1998; Luo et al., 1998)
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1.3. Gibt es Caspase unabhängige Apoptose ?
Lange Zeit war Apoptose untrennbar mit massiver Caspase Aktivierung verbunden 
(Martin and Green, 1995; Horvitz, 1999), so dass die Identifi zierung von AIF als 
einem Caspase unabhängigen apoptotischen „Executor“ durch die Gruppe um 
Guido Kroemer (Susin et al., 1999) anfangs auf Skepsis stieß. Der Apoptose 
induzierende Faktor AIF ist ein mitochondrial lokalisiertes, im Nukleus codiertes 
Flavoprotein mit NADH Oxidase Aktivität. Sowohl die NADH Oxidase Aktivität 
als auch die Bindung von FAD sind für die apoptotische Aktivität von AIF nicht 
erforderlich (Susin et al., 1999; Miramar et al., 2001). Die Redox-Partner von AIF 
unter physiologischen Bedingungen sind noch nicht bekannt. Nach Induktion von 
Apoptose wird AIF aus den Mitochodrien ins Cytoplasma freigesetzt und transloziert 
in den Zellkern (Daugas et al., 2000; Susin et al., 1999). 
Versuche mit rekombinantem Mäuse AIF und gereinigten Zellkernen zeigen, 
dass AIF die Kondensation von Chromatin und Fragmentation von DNA in etwa 
50 kBp große Bruchstücke induzieren kann. Anders als bei der durch Caspasen 
ausgelösten DNA Fragmentierung mittels CAD (Caspase Activated DNase) und 
lysosomaler DNase II zeigt sich kein DNA-Laddering. Da AIF auf ”nackte“ DNA oder 
Hitze inaktivierte Zellkerne keine Wirkung hat, ist vermutlich die Interaktion von AIF 
mit anderen Proteinen erforderlich, um DNA Degradation zu verursachen (Susin et 
al., 1999). 
In vitro Experimente belegen, dass AIF in C. elegans mit Endonuclease G 
synergistisch DNA Degradation fördert (Wang et al., 2002). In Säugetieren gibt es 
Hinweise auf einen synergistischen Effekt von AIF mit Cyclophilin A (Cande et al., 
2004).
Caspasen können sicherlich die Permeabilisierung der äußeren Mitochondrien-
membran verursachen, und damit die Freisetzung von AIF bewirken. Es gibt 
jedoch Hinweise darauf, dass AIF auch nach Inhibierung der Aktivierung von 
Caspasen (zum Beispiel in einem Apaf-1 knock-out Hintergrund) oder der Aktivität 
von Caspasen (durch Zugabe von Caspase Hemmern wie z-VAD-fmk) aus den 
Mitochondrien freigesetzt werden kann und Apoptose auslöst (Daugas et al., 2000; 
Loeffl er et al., 2001; Susin et al., 2000). Eine umfangreiche Übersicht und Bewertung 
dieser Arbeiten bieten Cande et al. (Cande et al., 2004). Dass AIF unahhängig von 
Caspasen Apotose induzieren kann, zeigt der Schleimpilz Dictyostelium discoideum. 
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In diesem Organismus, der keine Caspasen besitzt, transloziert AIF nach Induktion 
des programmierten Zelltods aus den Mitochondrien in den Zellkern (Arnoult et al., 
2001). Es scheint, dass AIF bereits vor Erfi ndung der Caspasen durch die Evolution 
eine wichtige Komponente der Zelltod Maschinerie war (Lorenzo et al., 1999). 
1.4. Phagozytose der Apoptotischen Zellen
Martin Raff wird mit dem Satz zitiert: „Compared with the life of the organism, cells 
are apparently cheap“ (Raff, 1998). Ein Grund weshalb für einen Organismus 
Zellen so „billig“ sind, ist, dass unabhängig davon, ob Apoptose Caspase abhängig 
oder unabhängig induziert wird, die „Zellleichen“ im Organismus sehr schnell und 
effektiv entsorgt werden, indem sie von benachbarten Zellen oder Makrophagen 
phagozytiert und somit recycelt werden. Hierfür ist es notwendig, dass sich eine 
apoptotische Zelle ihrer Umgebung eindeutig als eine solche zu erkennen gibt und 
Nachbarzellen diese Signale detektieren. Für diesen Erkennungsmechanismus 
werden Rezeptoren auf der phagozytierenden Zelle benötigt, die spezifi sche 
Veränderungen auf der Oberfl äche apoptotischer Zellen erkennen. Die am 
besten charakterisierte Zellmembranveränderung ist die Translokation von 
Phosphatidylserin (PS) von der inneren zur äußeren Seite der Zellmembran (Martin 
et al., 1995; Zwaal and Schroit, 1997).
Abb. 7: Phosphatidylserin erkennende Proteine. MFG-E8, milk-fat-globule-EGF-Factor8; Gas6 
growth arrest specifi c 6; AnxI, Annexin I; β2-GPI, β2-glycoprotein-I;Prot S, Protein S; Mer, receptor-
tyrosin-kinase (exprimiert in Monocyten und Gewebe Epithelialen Ursprungs); PSR, phosphatidylse-
rine receptor; (verändert nach Lauber et al., 2004)
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Diese Veränderung kann in vivo mit Hilfe von Annexin V detektiert werden 
(Blankenberg et al., 1998). Phospholipid Scramblase induziert diese Tranlokation 
von PS. Direkte Phosphorylierung von Phospholipid Scramblase bei Apoptose 
durch Proteinkinase Cδ führt zu einer erhöhten Scramblase Aktivität und somit zu 
vermehrter Exposition von PS auf der äußeren Seite der Zellmembran (Frasch et 
al., 2000). Dort kann PS von verschiedenen Proteinen erkannt werden. Zu diesen 
gehören MFG-E8 (Hanayama et al., 2002), die Serum Proteine β2-Glycoprotein 1 
und Protein S (Balasubramanian and Schroit, 1998; Anderson et al., 2003), Annexin-
I (Arur et al., 2003) und Gas6 (Nakano et al., 1997) (Abb. 7).
Im Jahre 2000 wurde von der Gruppe um Valerie Fadok ein Rezeptor aus 
humanen Makrophagen kloniert, der eine Schlüsselstellung bei der Phagozytose 
apoptotischer Zellen einnehmen könnte (Fadok et al., 2000). Dieser PSR genannte 
Rezeptor wurde mittels Phage Display einer Makrophagen cDNA Bibliothek als 
Antigen zu einem Antikörper, mAb 217, identifi ziert, der gegen stimulierte humane 
Makrophagen generiert wurde. Dieser Antikörper inhibiert die Phagozytose 
apoptotischer Zellen durch Makrophagen, Fibroblasten und Epithelzellen. Werden 
Zellen mit PSR transfi ziert, die diesen Rezeptor nicht exprimieren und keine 
apoptotischen Zellen phagozytieren können (z.B. Jurkat T), so erwerben sie die 
Fähigkeit, apoptotische Zellen auf eine Phosphatidylserin spezifi sche Weise zu 
phagozytieren. Zusätzlich konnte noch gezeigt werden, dass phagozytierende 
Makrophagen in Abhängigkeit von ihrer Interaktion mit Phosphatidylserin Cytokine 
freisetzen und eine infl ammatorische Reaktion unterdrücken.
Weitere Untersuchungen zeigten, dass die Interaktion von Phosphatidylserin mit 
PSR weniger bei der Anheftung der apoptotischen Zelle an die phagozytierende 
Zelle eine Rolle spielt, sondern vielmehr für die Phagozytose notwendig ist 
(Hoffmann et al., 2001). Dies führte zu dem „tether and tickle“ genannten Modell, 
nach dem die Phagozytose apoptotischer Zellen in zwei Schritten abläuft: Zuerst 
erfolgt über bisher noch nicht identifi zierte Rezeptoren die Anheftung (tether) und 
anschließend wird in einem zweiten Schritt die Internalisierung ausgelöst (tickle) 
(Zullig and Hengartner, 2004). 
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1.5. Hydra als Modellorganismus
Vieles von dem, was wir heute über die Mechanismen der Apoptose wissen, 
verdanken wir Untersuchungen in C. elegans. Dabei zeigt sich allerdings, dass 
es signifi kante Unterschiede zur wesentlich komplexeren Apoptosemaschinerie 
in Vertebraten und Arthropoden gibt (Igaki and Miura, 2004). Beim Vergleich der 
Apoptosemaschinerie dieser drei Modellorganismen wäre es hilfreich zu wissen, 
aus welchen Komponenten sich die „Ur-Apoptosemaschinerie“ zusammensetzte. 
Dazu muss man an die Basis der Evolution der tierischen Metazoa gehen und fi ndet 
dort den Stamm der Cnidaria als ersten Stamm von Vielzellern mit einer defi nierten 
Körperachse (Abb. 8). 
Abb. 8: Auf rRNA Daten beruhender Stammbaum der Metazoa. (Nach Adoutte et al., 2000)
Cnidaria gehören zu den ältesten rezenten Tieren. Fossilien lassen sich noch für 
die Zeit vor der Cambrischen Radiation vor etwa 540 Millionen Jahren nachweisen 
(Chen et al., 2002). Weil zu dieser Zeit die drei basalen Tiergruppen, Cnidaria, 
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Ctenophora und Porifera schon vorhanden waren, muss deren Trennung schon 
wesentlich früher erfolgt sein. Berechnungen mit Hilfe der molekularen Uhr ergeben 
hierfür einen Zeitpunkt von etwa 1200-1500 Millionen Jahren (Wang et al., 1999). 
Cnidaria faszinieren schon lange die Wissenschaft. RB Williams merkte an: „it is 
impossible to separate aesthetic and scientifi c interests in these animals. They are 
among the most beautiful of any, rivalling all others in their graceful forms and often 
vivid colours.“ (Williams et al., 1991)
Insbesondere Hydra aus der Klasse der Hydrozoa hat das Interesse von Forschern 
wie Abraham Trembly bereits im 18. Jahrhundert geweckt. Ihre Faszination galt 
allerdings weniger der äußeren Erscheinung, sondern dem außergewöhnlichen 
Regenerationsvermögen der Tiere, welches es ihnen ermöglicht, sich sogar aus 
einzelnen Zellen zu regenerieren (Gierer et al., 1972). Hydra ist ein solitär lebender 
Süßwasserpolyp mit einen sehr einfachen, radiärsymmetrischen Körperbauplan 
und einer basal-apikalen Körperachse. 
Abb. 9: Adulter Hydra Polyp. (Nach Renner, 1984)
Der Körper setzt sich aus zwei Epithelschichten, Ekto- und Endoderm, mit einer 
dazwischen liegenden azellulären Mesoglöa zusammen (Abb. 9). Zu den Ekto- und 
Endodermzellen kommen die interstitiellen Zellen als dritte Zelllinie hinzu. Aus ihnen 
gehen die für Cnidaria charakteristischen Nesselzellen, sowie Drüsen-, Nerven- und 
Abb. 9
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Geschlechtszellen hervor. Ein adulter Hydra vulgaris Polyp hat eine Größe von etwa 
1 cm und besteht aus etwa 100.000 Zellen.
1.5.1. Apoptose in Hydra
Unabhängig von der Nahrungsversorgung bleibt die Zellzykluszeit der Epithelzellen 
mit etwa drei Tagen konstant (David and Campbell, 1972). Weil die Gesamtzellzahl 
in hungernden Tieren jedoch nicht steigt, muss ein anderer Mechanismus das 
Wachstum regulieren. Bosch und David konnten 1984 zeigen, dass bei hungernden 
Tieren die Zellzahl nicht über die Proliferationsrate, sondern durch vermehrten 
Zelltod, kontrolliert wird (Bosch and David, 1984). Die Bestätigung, dass es sich bei 
diesem Zelltod um Apoptose handelt, konnte durch Nachweis des DNA-Laddering, 
der Chromatinkondensation und durch Acridinorange-Färbung erbracht werden 
(Cikala et al., 1999).
1.6. Zielsetzung der Arbeit  
Ein Ziel dieser Arbeit war, zu untersuchen, ob bereits die frühesten vielzelligen 
tierischen Metazoa über die Schlüsselenzyme der Apoptose, die Caspasen 
verfügen. Auch AIF als Caspase-unabhängiger „Executer“ der Apoptose sollte in 
Hydra identifi ziert  werden. 
Ein weiterer Schwerpunkt galt der Phagozytose apoptotischer Zellen. Besitzt auch 
Hydra den PSR-Rezeptor, der in Vertebraten für die Erkennung und Phagozytose 
apoptotischer Zellen erforderlich ist, und ist er an der Phagozytose beteiligt? 
Um diese Fragen zu klären, sollte PSR aus Hydra isoliert und seine Lokalisation 
analysiert werden. 
Hierfür war es erforderlich ein Transformations-System zu etablieren, um transgene 
Hydren zu erzeugen und mittels Expression von GFP-Fusionsproteinen die 
Lokalisation von Proteinen in Hydra in vivo zu beobachten. 
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2. Ergebnisse
2.1. Etablierung von Methoden zur transienten Expression von 
EGFP Fusionsproteinen in Hydra
So viele Vorteile Hydra als Modellorganismus auch bietet, hat es doch seit einigen 
Jahren zunehmend an Attraktivität verloren. Ein Hauptgrund hierfür liegt darin, 
dass man Hydra-Zellen  bisher nicht transformieren konnte. Bis zum Beginn dieser 
Arbeit war es nicht möglich, Fremd-DNA in Hydra zu exprimieren. Somit waren 
alle auf einem funktionierenden Transformationssystem aufbauenden Methoden 
wie „Knockout“ Mutationen oder Expression von Fusionsproteinen in Hydra nicht 
möglich. Funktionelle Analysen konnten nur in sehr reduziertem Umfang stattfi nden. 
Um diese Einschränkungen zu durchbrechen wurde in dieser Arbeit ein neuer Anlauf 
gemacht, ein funktionierendes Transformationssystem in Hydra zu etablieren.
2.1.1. Konstruktion des Vektors HyEGFP
Ein Expressionsvektor wurde auf der Basis des von Jan Lohman (Lohman, 1999) 
geschaffenem Expressionsvektors hoT G konstruiert. Dieses Plasmid enthält 
den Hydra-Aktin-Promotor und einen offenen Leserahmen aus den ersten neun 
Aminosäuren von Hydra Aktin, einen sieben Aminosäuren langen Linker und das 
Green Fluorescent Protein (GFP) (Shimomura et al., 1962) als Reportergen. Auf 
diesen ORF folgt die 3’ UTR des Hydra Aktin Gens. In das Plasmid wurden mittels 
PCR-Mutagenese drei Modifi kationen eingebracht (Abb. 10).
Abb. 10: Plasmidkarte des EGFP exprimierenden Vectors HyEGFP
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Zum ersten wurde in dem Wildtyp GFP das Serin an Position 65 (in dem Vektor 
hoT G an Position 81) zu Cystein umgewandelt. Diese EGFP (Enhanced Green 
Fluorescent Protein) genannte Variante des GFP weist eine um den Faktor 25 
erhöhte Fluoreszenz gegenüber dem Wildtyp GFP auf (Cormack et al., 1996). Zum 
anderen wurden am 5’ und am 3’ Ende des EGFP Restriktionsschnittstellen für 
die Enzyme SmaI und EcoRI geschaffen, so dass andere Proteine in den Vektor 
HyEGFP kloniert und als EGFP Fusionsproteine exprimiert werden konnten (Abb. 
11).  Entsprechend der eingefügten Restriktionsschnittstellen wurden die Plasmide 
HyEGFPSmaI bzw HyEGFPEcoRI benannt.
Abb. 11: Modifi kation des Vectors hoT G zu HyEGFP. a) Zur Generierung der SmaI Schnittstelle 
wurden zwei Nukleotide inseriert (rot) und zwei deletiert (grün). b) Um die EcoRI Schnittstelle für 
die Klonierung eines EGFP-Fusionsproteins verwenden zu können, musste das Stopcodon besei-
tigt werden und der Leserahmen korrigiert werden. Dies wurde durch die Insertion eines Nukleotids 
(rot) erreicht.
2.1.2. Zwei verschiedene Transformationssyteme
Mit dem Vektor HyEGFP wurden zwei unterschiedliche Transformationssysteme 
etabliert. Eins beruht auf der von Tsuyoshi Momose (Momose et al., 1999) 
beschriebenen Mikroelektroporations Technik. Das andere System verwendet eine 
selbst gebaute Partikelkanone (Wetterauer et al., 2000) oder die  Helios GeneGun 
der Firma Bio-Rad zur ballistischen Transformation.
EcoRI Schnittstelle
hoT G
D E L Y K STOP
GAT GAA CTA TAC AAA TAG CAT TCG TAG AAT TC
GAT GAA CTA TAC AAA ATA GCA TTC GTA GAA TTC
D E L Y K I A F V E F
HyEGFP
EcoRI
250
Modifikationen von HotG zu HyEGFP
abb11
SmaI Schnittstelle
M A D D E V A A L A A A P G E K M
ATG GCC GAT GAT GAA GTT GCC GCC CTC GCT GCA GCC CCG GTA GAA AAA ATG
ATG GCC GAT GAT GAA GTT GCC GCC CTC GCT GCA GCA CCC GGG GAA AAA ATG
M A D D E V A A L A A A P G E K M
SmaI
hoT G
HyEGFP
1
a
b
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Mikroelektroporation
Der Versuchsaufbau für die Mikroelektroporation ist in Abbildung 12a dargestellt. 
Jede Hydra wurde einzeln transformiert. Dazu wurde sie auf eine Petrischale gelegt 
und das gesamte Medium abgenommen. Das Tier wurde dann in einem Tropfen 
DNA-Lösung (2 mg/ml DNA in 25 µl TE) aufgenommen.  Die Elektroden wurden 
manuell, parallel zum Tier gehalten und 5 Rechteckspulse von 50 ms Dauer im 
Intervall von 1s appliziert. 
Abb. 12: a) Versuchsaufbau für die Mikroelektroporation von Hydra. b) Fluoreszenzmikroskopfoto 
(FITC-Filter) einer EGFP exprimierenden Muskelzelle in einem lebenden Tier.
48 Stunden nach der Elektroporation der Hydren waren in etwa jedem vierten Tier grün 
leuchtende, EGFP exprimierende Zellen im Fluoreszenzmikroskop zu beobachten. 
Es handelte sich dabei fast ausschließlich um ektodermale Epithelzellen. Abbildung 
12b zeigt eine transformierte Zelle, bei der deutlich die Muskelfasern zu erkennen 
sind. EGFP war im Cytoplasma und im Nukleus lokalisiert. Die Zahl der grün 
leuchtenden Zellen pro Tier schwankte stark von Versuch zu Versuch. Es wurden 
aber wiederholt 30-40 EGFP exprimierende Zellen pro Tier beobachtet. Nach ein 
bis zwei Wochen war das EGFP Signal nicht mehr sichtbar. Bei zwei Tieren waren 
jedoch nach fast vier Wochen noch EGFP exprimierende Zellen zu beobachten. 
Dabei hatte sich aus ursprünglich einer Epithelzelle eine Gruppe von 4-8 Zellen 
gebildet, wobei die Intensität der EGFP Expression nicht abgenommen hatte. 
Daher lag die Vermutung nahe, dass eine Integration des Vektors ins Genom statt 
gefunden hatte.
+ -
Spannungs-
generator
Oszilloskop
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Ballistische Transformation
Einen Tag nach Beschuss der Tiere mit DNA beschichteten Goldkugeln konnten 
in den meisten Tieren grün leuchtende, EGFP exprimierende Zellen beobachtet 
werden. Es handelte sich dabei fast ausnahmslos um ektodermale Epithelzellen, in 
denen EGFP im Cytoplasma und im Zellkern lokalisiert war.
Abb. 13: a-d) Lebende Hydra 24 h nach der Transfection mit dem Vector HyEGFP mittels der Helios 
GeneGun. Fluoreszenzmikroskopbilder (FITC-Fillter). e-h) Konfokale Bilder einer EGFP exprimie-
renden Epithelzelle die mit TO-PRO3 gegengefärbt wurde. Der selbe Bereich des fi xierten Tieres 
wurde im Phasenkontrast (e und g) und im Flureszenzkanal (f und h) eingescannt. Die Bilder sind 
Projektionen serieller optischer Schnitte. Rote und weiße Pfeilspitzen markieren Goldkügelchen.
In Abbildung 13a und b, sowie in höherer Vergrößerung 13c sind solche Tiere 
zu erkennen. Abbildung 13d zeigt eine Ektodermzelle sowie ein Paar i-Zellen. 
abb 13
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Im Vergleich zur Mikroelektroporationsmethode war die Anzahl der Tiere, die 
mindestens eine EGFP exprimierende Zelle aufwiesen, bei der ballistischen 
Transformation deutlich höher, es wurden aber selten mehr als drei Zellen pro 
Tier gefunden. Nach etwa einer Woche waren die meisten, nach zwei Wochen alle 
EGFP exprimierenden Zellen verschwunden. 
Die Analyse fi xierter Hydren mittels konfokaler Mikroskopie ergab, dass alle Zellen, 
die EGFP exprimierten, eine Goldkugel im Zellkern trugen. Weil die Goldkugeln im 
Phasenkontrast besser als im Fluoreszenzkanal zu erkennen sind, wurden beide 
miteinander verglichen, um die Goldkugeln zweifelsfrei zu identifi zieren (Abb. 13e 
und f sowie in höherer Vergrößerung g und h). Bei Lokalisation der Goldkugeln 
im Cytoplasma wurde keine EGFP Expression beobachtet. Abbildung 13e und f 
verdeutlichen dies. Im Phasenkontrast sind deutlich zwei Goldkugeln zu erkennen 
(Abb. 13e undg rote Pfeilspitzen), von denen nur die rechte innerhalb eines Zellkerns 
einer EGFP exprimierenden Zelle liegt (Abb. 13f und h weiße Pfeilspitzen).
2.2. Isolierung und Charakterisierung von HyCasp A, HyCasp 3B 
und HyCasp 3C, dreier Caspasen in Hydra
Die Sequenz von Caspasen verschiedener Organismen war zu Beginn dieser Arbeit 
schon bekannt. Durch eine vergleichende Analyse ihrer Proteinsequenzen konnten 
drei hoch konservierte Regionen identifi ziert werden. Zwei davon (LSHG und 
QACRG) befi nden sich in der großen Untereinheit und enthalten die Aminosäuren, 
die das aktive Zentrum der Caspase bilden, die dritte Region (GSWFI) liegt in der 
kleinen Untereinheit und ist ein Teil der Substratbindetasche. Für alle drei Regionen 
(Abb.14) wurden degenerierte Primer entworfen, um mittels PCR den dazwischen 
liegenden Bereich des Gens zu amplifi zieren.
2.2.1. Isolierung zweier Caspase Genfragmente aus Hydra vulgaris cDNA
In einem ersten Schritt wurde H. vulgaris cDNA mittels PCR und den Primerpaaren 
CP1/CP3 bzw. CP2/CP4 amplifi ziert. Die PCR Reaktion wurde anschließend 
auf ein Agarose-Gel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Obwohl 
auf dem Gel kein PCR Produkt zu erkennen war, wurde jeweils der Bereich des 
Gels ausgestochen, in dem das zu erwartende DNA Fragment vermutet wurde. 
Ausgehend von bereits bekannten Caspase Sequenzen wurde für das Primerpaar
CP1/CP3 ein Fragment von ca. 150bp, für CP2/CP4 ein Fragment von ca. 180 bis 
210 bp Länge erwartet.
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Abb. 14: Sequenzvergleich der Hydra-Caspasen HyCasp 3B (accession number AAF98012) und 
HyCasp A (AAF98011) mit CED3 aus C.elegans (P42573) und humaner Caspase-3 (U13737). 
Schrägstriche markieren ähnliche, Asterisken und graue Boxen identische Aminosäuren. Rot mar-
kierte Aminosäuren sind an der katalytischen Reaktion beteiligt, blau markierte an der Koordinierung 
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des P1 Aspartats des Substrats. Die Prozessierungsstellen des Proenzyms sind grün markiert. In 
den Hydra-Caspasen sind die Schnittstellen nur postuliert (mit Ausnahme von IRKD, der Prozessie-
rungsstelle in HyCasp A zwischen der großen und kleinen Untereinheit, die von N. Schmidt verifi ziert 
werden konnte (Schmidt, 2003).
Aus der Agarose wurde DNA eluiert und in einem zweiten Schritt 2 µl des Eluats 
als Template für eine erneute PCR mit den gleichen Primerpaaren eingesetzt. Nach 
dieser zweiten Amplifi kationsrunde war auf dem Agarose-Gel für das Primerpaar 
CP2/CP4 eine DNA Bande von ca. 180 bp zu erkennen (Abb. 15).
Abb. 15: Mit dem Primerpaar CP2/4 amplifi zierte cDNA auf einem Agarosegel.
Dieses Fragment wurde in den Vektor pCR2.1-TOPO kloniert. Nach Transformation 
des Vektors in E.coli wurden 30 Klone sequenziert. Dabei wurden zwei sich 
voneinander deutlich unterscheidende Caspasen identifi ziert (Abb. 16a und b). 
Nach der Nummerierung der Klone wurden die beiden gefundenen 
Caspasefragmente Klon-24 und Klon-36 benannt. Klon-36 war unter den 30 Klonen 
einmal und Klon-24 zweimal vertreten. Beide Sequenzen besitzen potentielle 
Caspase Prozessierungsstellen und auch die bei anderen bekannten Caspasen 
konservierten Aminosäuren D192, A196,Y197, Y203 und R2071 konnten identifi ziert 
werden (Abb. 16c).
100 bp
200 bp
Caspase PCR Produkt
abb 15
1 Die Nummerierung der AS bezieht sich auf humane Caspase-3
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Abb. 16: a und b) DNA Sequenzen der isolierten Klone 36 und 24. Primer sind mit Pfeilen markiert; 
c) Vergleich der Aminosäuresequenz von Klon-36 und Klon-24. Identische AS sind mit Asterisken, 
ähnliche mit Strichen markiert. Potentielle Prozessierungsstellen sind mit grauen Balken, die in Cas-
pasen konservierten AS D192, A196,Y197, Y203 und R207 sind mit grauen Boxen unterlegt.
2.2.2. Isolierung von HyCasp A und HyCasp 3B aus einer cDNA Bank
Um die vollständige Sequenz der Caspasen Klon-24 und Klon-36 zu erhalten, wurde 
eine cDNA Bank durchsucht. Ausgehend von den gefundenen Sequenzen wurden 
mittels PCR DIG-markierte Sonden erzeugt. Für Klon-36 wurde die Sonde mit dem 
Primerpaar C365’/C363’, für Klon-24 mit dem Primerpaar C245’/C243’ hergestellt 
(Abb. 16). Mit diesen Sonden gelang es, 5 Klone für Klon-36 und 4 Klone für Klon-
24 aus der cDNA-Bank zu isolieren. 
Je ein Klon wurde vollständig, alle anderen nur partiell sequenziert. Beide vollständig 
sequenzierten Klone enthielten einen durchgehenden ORF. Die mit der Klon-36-
Sonde gefundenen Klone wurden HyCasp A, die mit der Klon24-Sonde HyCasp 3B 
benannt.
Die Sequenzen aller HyCasp A Klone aus der Genbank waren identisch, und es gab 
auf DNA Ebene keinen Unterschied zu dem mittels PCR amplifi zierten Fragment 
Klon-36. 
CAGGCGTGCA GGGGGGAAAA AGATGATATC AGAAAAGATG GTATAAAAGA
TGCTAAAAGA ACTTATTATA ATGAATCAAC CATTCCCATG TTAAGCGATT
TTGTTGTTGC TTACCCATGC GCAGCAGGAT ACACTGCTCT AAGATCAACA
GTAAAAGGTT CCTGGTTCAT C
Klon-36
Klon-36
Klon-24
a
c
Caspase-PCR Fragmente, DNA und Protein Sequenzen
QACRGEKDDIRKDGIKDAKRTYYNEST---IPMLSDFVVAYPCAAGYTALRSTVKGSWFI
* * | | *** | | ***| **| |* *| |
QACRGTKYMESIDTVDGFGPGLSNESNVLDVTVESDFLYAYSTVQSYYNWRNQKLGSWFI
abb 16
CP2 CP4
CP2
CP4
C365'
C363'
CAGGCCTGCA GGGGAACAAA ATACATGGAA TCAATAGACA CGGTTGATGG
TTTCGGACCT GGATTGTCAA ATGAATCAAA TGTCCTAGAT GTAACTGTTG
AAAGCGATTT TTTGTACGCT TATTCAACAG TTCAAAGTTA TTATAACTGG
AGAAATCAAA AACTTGGTTC CTGGTTCATT
Klon-24
b
CP2
CP4
C245'
C243'
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Auch bei HyCasp 3B waren alle 4 Klone aus der Genbank auf DNA Ebene in 
dem sequenzierten Bereich identisch. Allerdings unterschieden sie sich von dem 
mittels PCR aus der cDNA amplifi ziertem Fragment Klon-24. Auf DNA Ebene 
gab es auf einer Länge von 150 Nukleotiden 9 Unterschiede (Abb. 17). Jeder 
Basenaustausch führte zu einem Austausch auf Proteinebene. Damit ergibt sich 
ein Sequenzunterschied von 6% auf DNA bzw. 18% auf Proteinebene. Wie dieses 
Ergebnis zu interpretieren war, blieb zunächst unklar.  
Abb. 17: Vergleich des mittels PCR aus cDNA amplifi zierten Klon-24 mit der aus der Genbank 
isolierten HyCasp 3B. a) DNA-Sequenz: Unterschiede auf DNA–Ebene sind mit einer grauen Box 
markiert. b) Aminosäuresequenz: Identische AS sind mit einem Asteriskus, ähnliche AS mit einem 
Strich markiert.
Beide Hydra Caspasen sind aufgrund ihrer Sequenzhomologie eindeutig als 
Mitglieder der Caspase-Genfamilie zu identifi zieren (Abb. 14). Alle sieben 
Aminosäuren, die für die Enzymaktivität der Caspase wichtig und bei den bisher 
bekannten Caspasen konserviert sind, sind auch bei HyCasp A und HyCasp 3B 
vorhanden (Abb. 14 rot und blau markierte AS). Es gibt eine Ausnahme: HyCasp 3B 
besitzt anstelle eines Arginins ein Serin an Position 207. 
HyCasp3B
Vergl ich des PCR Fragm nts mit der aus der Genbank isolierten Version
PCR
PCR
Genbank
Genbank
TKYMESIDTVDGFGPGLSNESNVLDVTVESDFLYAYSTVQSYYNWRNQKL
* ****|*****|*******|****************** |**|* |***
TEYMESLDTVDGLGPGLSNEPNVLDVTVESDFLYAYSTVLGYYSWSSQKL
PCR
Genbank
a
b
abb 17
ACAAAATACATGGAATCAATAGACACGGTTGATGGTTTCGGACCTGGATTGTCAAATGAATCAAATGTCCTAGAT
ACAGAATACATGGAATCATTAGACACGGTTGATGGTCTCGGACCTGGATTGTCAAATGAACCAAATGTCCTAGAT
GTAACTGTTGAAAGCGATTTTTTGTACGCTTATTCAACAGTTCAAAGTTATTATAACTGGAGAAATCAAAAACTT
GTAACTGTTGAAAGCGATTTTTTGTACGCTTATTCAACAGTTCTAGGTTATTATAGCTGGAGCAGTCAAAAACTT
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2.2.3. Nachweis der Transkription von HyCasp A und HyCasp 3B 
Die Bestätigung, dass beide gefundenen Caspase Gene in Hydra aktiv sind und 
transkribiert werden, erfolgte durch einen Northern-Blot.
Je 10 µg Gesamt-RNA wurden für den Northern-Blot eingesetzt. Für die Herstellung 
der 32P markierten Sonde wurde ein mit dem Primerpaar C365’/C363’ (HyCasp A) 
bzw. mit dem Primerpaar C245’/C243’ (HyCasp B) mittels PCR amplifi ziertes DNA 
Fragment eingesetzt. Die Länge der Sonden betrug jeweils ca. 170  Nukleotide. Die 
Größe der HyCasp A  und HyCasp B mRNA kann anhand der zwei im Agarosegel 
sichtbaren rRNA Banden, deren Größe bekannt ist (1,8 kb und 3,3 kb),  abgeschätzt 
werden.
Mit der HyCasp A-Sonde ist nur eine Bande (Abb.18, grüne Pfeilspitze) zu erkennen. 
Für HyCasp A mRNA lässt sich eine Größe von ca. 2.5 kb ableiten.
Bei der Hybridisierung mit der HyCasp B-Sonde ist es nicht eindeutig, ob die Bande 
von ca. 2,9 kb (Abb.18, rote Pfeilspitze) eine sehr intensive Einzelbande oder eine 
Doppelbande ist. 
Abb. 18: Northern-Blot von 10 µg Gesamt-RNA, hybridisiert mit einer HyCasp A bzw. HyCasp 3B 
DNA-Sonde. 
2.2.4. Die dritte Caspase HyCasp 3C
Wird dieses Ergebnis zusammen mit der Tatsache betrachtet, dass zwischen dem 
Klon-24 Fragment und HyCasp 3B größere Sequenzunterschiede bestehen, stellt 
sich die Frage, ob Klon-24 ein Fragment von HyCasp 3B ist, oder ob es noch eine 
dritte, zu HyCasp 3B sehr homologe Caspase HyCasp 3C gibt, die nicht aus der 
cDNA Bank isoliert werden konnte. 
Mit den Primern Casp3B5’ und Casp3B3’, die dem 5’ und 3’ Ende von HyCasp 3B 
entsprechen, konnte mittels PCR aus cDNA eine Caspase amplifi ziert werden, die 
mit dem ursprünglichen Casp24 Fragment (Abb. 16b) identisch ist und sich von 
HyCasp 3B signifi kant unterscheidet (Abb.19). 
Northern Blot: Casp24 und Casp36
2,5 kb
2,9 kb
abb 18
HyCasp 3BHyCasp A
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Abb. 19: Vergleich von HyCasp 3B und HyCasp 3C. Unterschiede in der DNA-Sequenz sind mit 
grauen Boxen markiert. Mit einem grauen Balken ist das PCR-Fragment Klon-24 markiert. Die Pri-
mer die entworfen wurden um mittels PCR zwischen HyCasp 3B und HyCasp 3C differentieren zu 
können sind mit Pfeilen markiert. 
Diese Caspase wurde HyCasp 3C genannt. Die Isolierung von HyCasp 3B aus cDNA 
war mit diesen Primern nicht erfolgreich. HyCasp 3B und HyCasp 3C unterscheiden 
sich voneinander um 6% auf DNA und um 12% auf Proteinebene. Vergleicht 
man nur die Prodomänen, die dem geringsten Selektionsdruck unterworfen sind, 
ergeben sich 13% bzw. 26% Unterschied. In der großen Untereinheit betragen die 
Unterschiede 5% bzw 9%, in der kleinen Untereinheit 4% bzw. 7%.  
Dass aus frisch präparierter cDNA nur HyCasp 3C und aus der Genbank nur HyCasp 
3B isoliert werden konnte, war verwirrend. Es stellte sich die Frage, ob beide 
Caspasen, HyCasp 3B und HyCasp 3C in Hydra vulgaris exprimiert werden?
Vergleich HyCasp3B und HyCasp 3C
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3B5'
3B3'
ATGAATGAGG ATGGGGTTTC CATATTAACT CTAAAAAACA TGATTCAAAC CAACGAAAGT TTATCAAGTA CCCAAAGCAA
ATGAATGAGG ATGGGGTTTC CATTTCAAAA CAAAAAAATT TGATTCAAAT CAACGAAAGT TGTTCAAGTA CCCAAATCAG
GCCTGAAAAC ATAATAATAA AACAAGAGAC AGTTTTAGTC AGGAATGACG AGGATGGTAT ACAATTTTCG CACATACGAT
TTCGGAAAAT ATAATAAGGG AACAAGAGAC AGTTTCAGTC AGGAATGACG AGGAAGGTAT AGAATTTTCG CACATAAGAT
ATTTTCCTAA TGAGCCAAAA ATAGATTTAT TGAAGGTTGA TTTCAAGTTT AACTCTGATA ACTTTTATAA TACCAATACT
ATTTTCCTAA AAAGCCAACA ATAGATTTAT CGAAGGTTGA TTTCAAGTTA AACTCTGATA ACTTTTATGA TACTAACACT
TTTCCAAGAG GAACTTTAAC AATTATAAAT GTAAAAAATT TTATGAAATC TTCTAATAAG CATGAATACC CTAGATTAGG
TTTCCAAGAG GAACTTTAAC AATAATAAAT GTAAACAACT TTATGAAATC TTCTGGTCGG CATGATGACC CTAGATTAGG
TACAGATGTT GATGCAGAGA GTTTATGTGA TCTTTTTCTA AAATTAGGTT TTAAAATAGA TAGGTTAAAT AATCCCAAGT
TACAGATGTT GATGCACAGA GTTTATGTGA TCTTTTTCTA AAATTAGGTT TTAAAATAGA TAGGTTAGAT AATCCCAAGT
CAACTGATGT ATTAAACATA CTGAAGCAGG CAGCAAATGA AGATTATTCT TCAATGAGTT GTTGTGTGGT GGCATTACTA
CAACTGATGT ATTAAACATA CTGAAGCAGG CAGCAAATGA AGATTATTCT TCAATGAGTT GTTGTGTGGT GGCATTACTA
TCACATGGAG AAGAGGGTAA AATTATTTGC ACAAACGAAT CTTTAAATAT AAGGGAAATA ACAAATCTGT TCTGCACTAA
TCACATGGAG AAGAGGGTAA AATTTTTTGC ACAAACGAAT CTTTAAATAT AAGGGAAATA ACAAATCTAT TCTGCACTAA
AGCTTTAGCA GGAAAACCAA AATTATTTTT AATTCAAGCA TGTCGAGGAA CAGAATACAT GGAATCATTA GACACGGTTG
TGCTTTAGCC GGAAAACCAA AATTATTTTT AATTCAAGCA TGTCGAGGAA CAAAATACAT GGAATCAATA GACACGGTTG
ATGGTCTCGG ACCTGGATTG TCAAATGAAC CAAATGTCCT AGATGTAACT GTTGAAAGCG ATTTTTTGTA CGCTTATTCA
ATGGTTTCGG ACCTGGATTG TCAAATGAAT CAAATGTCCT AGATGTAACT GTTGAAAGCG ATTTTTTGTA CGCTTATTCA
ACAGTTCTAG GTTATTATAG CTGGAGCAGT CAAAAACTTG GTTCATGGTT TATTAATGCT GCTGTTTCTG TCTTTCGTGA
ACAGTTCAAA GTTATTATAG CTGGAGAAAT CAAAAACTTG GTTCGTGGTT TATTAATGCT GTTGTTTCTG TCTTTCGTGA
TTATGCCCAT AAAATGGACG TTTTACGACT TTTAACACGC GTGAACAAAG AAGTGAGCGA AAAAACGTCA ATAACCGATA
TTATGCCCAT AAAATGGACG TTTTACGACT TTTAACACGC GTGAACAAAG AAGTAAGCAA AAAAACGTCG ATAACCGATA
ATCTAACAAA AGATAATAAA AAACAAATCG GTTCACTAAT CTCTCTATTG CGAAAAGAGT TATTTTTCTT TCCATATGAT
ATCTAACGAA AGATAATAAA AAACAAATCG GTTCACTAAT CTCTCTATTG CGAAAAGAGT TATTTTTCTT TCCATATGAT
GAACCTATGG AATCCGTA HyCasp 3B
GAACCTATGG AATCCGTA HyCasp 3C
PCR-Fragment Klon-24
3C5'
3C3'
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Um diese Frage zu klären wurden neue Primer entworfen, die spezifi sch für HyCasp 
3B (Primer B5’ und B3’) bzw. HyCasp 3C (Primer C5’ und C3’) waren (Abb. 19). 
Aus cDNA konnte mittels PCR mit beiden Primerpaaren eine Bande der erwarteten 
Größe von 240bp amplifi ziert werden (Abb. 20a). Setzte man hingegen λ-DNA der 
Abb. 20: Isolierung von HyCasp 3B und HyCasp 3C aus cDNA und Genbank. a) PCR mit einem für 
HyCasp 3B (3B5’/3B3’) bzw. HyCasp 3C (3C5’/3C3’) spezifi schen Primerpaar mit cDNA oder λ-DNA 
(Genbank). 40 Zyklen. b) PCR mit einem für HyCasp 3B (3B5’/3B3’) bzw. HyCasp 3C (3C5’/3C3’) 
spezifi schen Primerpaar sowie zur Kontrolle der Primerspzifi tät mit der Primerkombination (3C5’/
3B3’) und (3B5’/3C3’). Semiquantitative PCR, 25 Zyklen.
Genbank als Template für eine PCR ein, konnte nur mit dem Primerpaar B5’/B3’ 
ein Fragment amplifi ziert werden. Die Spezifi tät der Primer wurde mit einer zweiten 
PCR überprüft. Hier wurde cDNA als Template für die PCR eingesetzt und folgende 
Primerkombination getestet: B5’/B3’, C5’/C3’, C5’/B3’ und  B5’/C3’. Nur mit den 
Primerkombinationen B5’/B3’ und C5’/C3’ konnte ein Produkt amplifi ziert werden 
(Abb. 20b). Diese Fragmente wurden in den Vektor pCR2.1-TOPO kloniert. Die 
Sequenzierung dieser Klone ergab, dass mit dem Primerpaar B5’/B3’ ein Fragment 
von HyCasp 3B und mit den Primern C5’/C3’ ein Fragment von HyCasp 3C 
amplifi ziert worden war. Damit war bewiesen, dass in Hydra vulgaris mindestens 
drei verschiedene Caspasen existieren, von denen sich zwei, HyCasp 3B und 
HyCasp 3C sehr ähneln (Abb. 19). Da von HyCasp 3C bei ansonsten gleichen 
PCR Parametern mit spezifi schen Primern mehr DNA amplifi ziert werden konnte 
als von HyCasp 3B, liegt die Vermutung nahe, dass die relative Menge von HyCasp 
3C cDNA größer ist als die von HyCasp 3B cDNA (Abb. 20b). Warum HyCasp 3C 
Transkripte nicht in der Genbank zu fi nden waren bleibt ein Rätsel.
300 bp
200 bp
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2.2.5. Analyse der Caspasen HyCasp A, HyCasp 3B und HyCasp 3C
Nachdem drei Caspasen in Hydra identifi ziert worden waren, stellte sich die Frage, 
ob sie zu den Initiator- oder Effektor-Caspasen oder zur ICE-Familie gehören. Keine 
der drei Hydra Caspasen besitzt eine CARD- oder DED-Domäne. Weil jedoch auch 
Caspase-14 keine dieser Sequenzen in der Prodomäne enthält und sie dennoch 
eine Initiator-Caspase darstellt, konnte alleine aus dem Fehlen einer CARD- oder 
DED-Domäne noch keine weitere Aussage über ihre Stellung in der Caspase 
Hierarchie getroffen werden. 
2.2.5.1. Stammbaumanalyse der Caspasen HyCasp A, HyCasp 3B und HyCasp 3C
Um weitere Informationen über die Stellung der Hydra-Caspasen zu gewinnen 
wurde eine phylogenetische Untersuchung durchgeführt. Hierzu wurden alle zu 
diesem Zeitpunkt bekannten Caspase Proteinsequenzen von Mensch, Maus, Huhn, 
Krallenfrosch, Zebrafi sch, Lanzettfi schchen, Drosophila und C.elegans, sowie eine 
aus dem Schwamm und eine aus dem Hamster verwendet. Zusätzlich wurden noch 
die Sequenzen für Caspase-4 aus Rind und Caspase-11 und-12 aus der Ratte 
verwendet um mehr Vertreter der ICE-Familie einzuschließen. Außerdem wurden 
noch die Paracaspasen folgender Organismen berücksichtigt: Menschen, Ratte, 
Zebrafi sch, C.elegans und Dictyostelium discoideum. Als Außengruppe für die 
Stammbaumberechnung wurde die Metacaspase aus Saccharomyces cerevisiae
benutzt. Zunächst wurde ein Proteinalignment aller Sequenzen erstellt. In die 
Berechnung des Stammbaums gingen anschließend nur Positionen des Alignments
ein, die in keiner Sequenz eine Lücke enthalten. Somit wurden ausschließlich 
Sequenzen der großen und kleinen Untereinheit im Bereich der drei konservierten 
Regionen (Abb. 21) für die Stammbaumberechnung berücksichtigt.
Abb. 21: Schema der Caspase HyCasp A. Aminosäuren die in dem aktiven Enzym das katalytische 
Zentrum  bilden sind rot dargestellt. Grüne Balken skizzieren die Sequenzbereiche der Caspase, die 
in die Stammbaumberechnung eingehen.
QACRG
85 AS 140 AS 122 AS
LSHG GSWFI
HyCasp A
Prodomäne Große Untereinheit Kleine Untereinheit
58 Caspas n, 5 Paracaspas n und 1 Metacaspase
Grundlage der Stammbaumberechnung:
abb 21
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Abb. 22: Mit TREE-PUZZLE berechneter phylogenetischer Stammbaum. Effektor-Caspasen sind 
rosa, Initiator-Caspasen hellgrün, ICE-Caspasen blau, Caspase-14 gelb, Paracaspasen beige und 
die Metacaspase grau unterlegt. DED-Domänen sind mit einem grünen Balken, CARD-Domänen mit 
einem blauen und DD-Domänen mit einem braunen Balken gekennzeichnet. Die drei Hydra-Caspa-
sen sind in roter Schrift dargestellt. Die „accession numbers“ aller Sequenzen sind unter Punkt 5.6. 
zu fi nden.
Casp 3 Homo
Casp 3 Mus
Casp 3 Gallus
Casp 3 Danio
Casp 3 Xenopus
Casp 7 Homo
Casp 7 Mesocricetus
Casp 7 Mus
Casp 7 Xenopus
Casp 3/7 Branchiostoma
Hy Casp 3B Hydra
Hy Casp 3C Hydra
GEOCYCA3l Geodia
Casp 6 Homo
Casp 6 Mus
Casp 6 Gallus
Casp 6 Xenopus
Casp 6 Branchiostoma
Dcp1 Drosophila
drICE Drosophila
Decay Drosophila
Damm Drosophila
Dream Drosophila
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Casp 8 Mus
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Casp 8 Danio
Casp 8 Xenopus
Casp 10a Homo
Casp 10 Xenopus
Dredd δDrosophila
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Dronc Drosophila
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Casp 11 Rattus
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Casp 5 Homo
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Casp 12 Rattus
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Casp 1 Gallus
XICE-B Xenopus
XICE-A Xenopus
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Para Homo
Para Rattus
Para Danio
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Para Dictyostelium
Meta Saccharomyces
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Caspasen
ICE
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Aus dem Stammbaum ergibt sich, dass nur die Gruppen der ICE- und Effektor–
Caspasen monophyletisch sind (Abb. 22). HyCasp 3B und HyCasp 3C gehören 
eindeutig zu den Effektor-Caspasen. Für HyCasp A ist das Bild nicht so klar. In 
diesem Stammbaum wird nicht deutlich, ob HyCasp A eine echte Caspase oder 
eine Paracaspase ist, da sie mit der Paracaspase aus Dictyostelium discoideum
zusammenfällt. Die Tatsache, dass HyCasp A eine kleine Untereinheit mit dem 
konservierten GSWFI Motiv (Abb.14) besitzt, die nur in Caspasen, nicht aber in 
Paracaspasen vorkommt, kennzeichnet sie als eine echte Caspase. Sie lässt 
sich unabhängig davon weder zu den Effektor-, den Initiator- noch ICE-Caspasen 
zuordnen, sondern steht an der Basis der Caspasen2.
Diese phylogenetische Analyse ergänzt und erweitert den von Wang und Gu (Wang 
and Gu, 2001) ausgearbeiteten Stammbaum. Wang und Gu verwendeten für ihre 
Berechnungen ausschließlich Vertebraten Caspasen, mit Ausnahme von CED-
3 aus C.elegans und zweier Arthropoden Caspasen. In der vorliegenden Arbeit 
wurden zusätzlich zu den Vertebraten Caspasen alle sieben Drosophila Caspasen, 
die Caspase aus Porifera, sowie die drei neuen Hydra Caspasen berücksichtigt. 
Auch wurden erstmals Vertreter der Paracaspasen mit einbezogen.
Wang und Gu schließen aus ihren Daten, dass an der Basis der Caspasen mindestens 
vier frühe Duplikationsereignisse stattfanden, die zu fünf Caspase Hauptgruppen 
führten: I. Caspase-14; II. Die ICE-Gruppe mit den Caspasen–1, -4, -5 und –11; 
III. Caspase-2; IV. Caspase-9 und V. der gemeinsame Vorfahre der Caspasen-8,-
10 und der Caspasen-3, -6 und -7. In dem hier erweitertem Stammbaum lassen 
sich an der Basis der Caspasen nur zwei frühe Duplikationsereignisse fi nden, die 
zur Trennung der Gruppen I (Caspase-14) und II (ICE-Caspasen) von den übrigen 
Caspasen führten.
2.2.5.2. Expression von HyCasp A und HyCasp 3B in E.coli
Initiator-Caspasen sind in der Lage, sich durch Autoprozessierung zu aktivieren. Ob 
auch HyCasp A und HyCasp 3B dazu in der Lage sind, sollte durch ihre Expression 
in E.coli untersucht werden. Horvitz konnte mit einem solchem Experiment die 
Fähigkeit von CED-3 zur Autoprozessierung nachweisen (Xue et al., 1996).
HyCasp A und HyCasp 3B wurden in den Vektor pTrcHis2-C kloniert und C-teminal 
mit einem myc-Epitop fusioniert. Dieses Epitop ermöglicht es die exprimierten 
Caspasen mit einem kommerziell erhältlichem myc-Antikörper zu detektieren. 
Zusätzlich wurde von beiden Caspasen eine Punktmutante generiert, in der das 
2 Dies war der Grund den ursprünglichen Namen dieser Caspase von Casp3A (Cikala et al., 
1999) in HyCasp A zu ändern.
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aktive Cystein gegen ein Serin ausgetauscht und somit das katalytische Zentrum 
der Caspase inaktiviert worden war (HyCasp A-C211S und HyCasp 3B-C201S). 
Alle vier Konstrukte wurden in E.coli transformiert und die Expression der Caspasen 
induziert. Das Ergebnis wurde in einem Western-Blot analysiert (Abb. 23). 
Abb. 23: Expression von HyCasp A Wildtyp und HyCasp A(C211S) sowie HyCasp 3B und HyCasp 
3B(C201S) in E.coli. Western-Blot des Bakterienlysat.
HyCasp A war in der Lage sich selber zu prozessieren, da nur im Zelllysat des 
Expressionsansatz von HyCasp A Wildtyp, nicht aber in dem der Mutante HyCasp 
A-C211S eine Bande, die der Größe der kleinen Untereinheit entspricht (rote 
Pfeilspitze), detektiert wurde. HyCasp 3B hingegen hat, zumindest unter diesen 
Bedingungen, nicht die Fähigkeit zur Autoprotolyse, da kein Unterschied zwischen 
Wildtyp und Mutante beobachtet werde konnte3. 
Diese Ergebnisse zusammen mit den Resultaten der Stammbaumanalyse 
ermöglichen es, HyCasp 3B und die sehr homologe HyCasp 3C zu der Gruppe der 
Effektor-Caspasen, HyCasp A hingegen zu den Initiator-Caspasen  zu zuordnen.
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t0 t1 t24
Wildtyp Mutante
t0 t1 t24 t0 t1 t24
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Expression von HyC sp A und Hy asp3B in E.coli
abb 23
3 N.Schmidt konnte zeigen, dass sich auch HyCasp 3C nicht autoprozessieren kann. 
(Schmidt, 2003)
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2.3. Isolierung und Charakterisierung des Apoptose Inducing 
Factor AIF in Hydra
2.3.1. Isolierung von AIF aus Hydra vulgaris cDNA
Die Isolierung von AIF aus Hydra vulgaris erfolgte ähnlich, wie die der Caspasen. 
Mit den bekannten AIF Proteinsequenzen aus Dictyostelium, C.elegans, Drosophila, 
Maus und dem Menschen wurde ein Sequenzalignment erstellt und nach 
konservierten Bereichen gesucht, für die degenerierte Primer entworfen wurden 
(Abb. 25). Mit dem Primerpaar aif1.2for und aif4rev konnte aus Hydra vulgaris
cDNA eine spezifi sche Bande  mit der erwarteten Größe von etwa 900 bp Länge 
amplifi ziert werden (Abb. 24).
Abb.24: Mit dem Primerpaar aif1.2for/aif4rev amplifi zierte cDNA auf einem Agarosegel.
Das PCR Produkt  wurde in den Vektor pCR2.1-TOPO kloniert (Klon AIF2-3) und 
dann sequenziert. Der Klon enthielt einen offenen Leserahmen mit deutlicher 
Homologie zu den bekannten AIF-Sequenzen (Abb. 25). 
Um die vollständige Sequenz des Hydra AIF zu erhalten, wurde in der Datenbank 
des Hydra EST-Projekts nach AIF homologen Sequenzen gesucht. Es wurden zwei 
nicht überlappende Klone, taa31d04.y1und taa31d04.x1, identifi ziert die den N- 
bzw. C-Terminus von AIF enthalten (Abb. 25).
Mit dem Klon AIF2-3 überlappte nur taa31d04.x1. Um die letzte Lücke zu schließen, 
wurde mit den spezifi schen Primern aif1-20 und aif1768-1791rev das Volllänge AIF 
aus cDNA amplifi ziert.
Die Hydra AIF Sequenz ist in Abbildung 25 dargestellt. AIF besitzt eine zweigeteilte 
FAD-Bindungsdomäne (AS 122-262 und AS 400-477, blaue Box), eine NADH-
Bindungsdomäne (AS 263-399, gelbe Box) und eine C-Terminale Domäne (AS 478-
610) (Mate et al., 2002)4. Die C-terminale Domäne von Säuger und Drosophila
900bp
AIF PCR Produkt
abb 25
4 Die Nummerierung der AS bezieht sich auf Maus AIF
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47
Abb. 25: Sequenzvergleich von AIF aus Hydra (H.vul, accession number AAX13996), Dictyostelium 
(D.dis, CAC14872), C.elegans (C.ele, CAB60511), Drosophila (D.mel, Q9VQ79), Maus (M.mus, 
Q9Z0X1) und Mensch (H.sap, NP_004199). Striche über den Sequenzen markieren ähnliche AS, 
Punkte und graue Boxen identische AS. Die zweigeteilte FAD-Bindungsdomäne ist mit hellblauen 
Boxen, die NADH-Bindungsdomäne mit einer gelben und die C-terminale Insertion mit einer rot 
gestrichelten Box markiert. Mit roten Balken sind die von den Klonen taa31d04.y1 und taa31d04x1 
abgedeckten Sequenzebereiche eingezeichnet. Die in Susin et al., 1999  identifi zierten MLS in mu-
rinem und humanem AIF sowie die MLS in Hydra sind dunkelblau markiert. In allen6 Sequenzen 
wurde eine NLS (hellgrüne Box) identifi ziert. Die AS K255, R265, K510 und K518 sind in braunen 
Boxen eingerahmt. In Hydra AIF wurde ein Leucine-Zipper identifi ziert (dunkelgrün). Die degene-
rierten Primer aif1.2for und aif4rev sowie die Primer aif1-20 und aif1768-1791rev sind als schwarze 
Pfeile eingezeichnet.
AIF enthält eine C-Terminale Insertion (AS 509-559, rote Box), deren Funktion 
noch unklar ist. In C.elegans und Dictyostelium AIF fehlt diese Insertion. In Hydra
hingegen ist sie, um acht Aminosäuren verkürzt, vorhanden. Mate et al. identifi zierten 
an murinen AIF die mit FAD und NADH interagierenden Aminosäuren, diese sind 
auch in Hydra AIF konserviert (Abb. 25, rosa Box) (Mate et al., 2002).
Von Ye et al. wurden zwei Mutationen (K255A / R265A und K510A / K518A)5
generiert, die die Fähigkeit von AIF DNA zu binden und Chromatinkondesation zu 
induzieren aufhoben, ohne die NADH Oxidase Aktivität zu vermindern (Ye et al., 
2002). Diese Aminosäuren sind auch in Hydra AIF konserviert (Humanes AIF K255 
– Hydra AIF K256, bzw.  R265- K266, K510-K509 und K518-K517) (Abb. 25, braune 
Box)
2.3.2. Bioinformatische Analyse und transiente Expression von AIF-EGFP 
Fusionsproteinen in Hydra
Eine bioinformatische Analyse nach N-terminalen Sortierungsignalen mit dem 
Programm iPSORT ergab auch für Hydra AIF eine mitochondriale Lokalisation. 
Eine Suche nach NLS mit den Programmen PredictNLS und PSORT II fand keine 
bekannten NLS in Hydra AIF. Es wurde jedoch mit PSORT II ein Leucine-Zipper 
Motiv (AS 290-311) detektiert (Abb. 25). Susin et al identifi zierten ursprünglich zwei 
potentielle NLS in Säuger AIF(Susin et al., 1999), Gurbuxani et al. demonstrierten 
später, dass nur das C-terminale NLS KLGRRR (AS 445-451) für den Kernimport 
von AIF erforderlich ist (Gurbuxani et al., 2003). Diese Sequenz ist auch in Hydra
bis auf die erste Aminosäure (Arginin statt Lysin) konserviert. 
Um die mitochondriale Lokalisation zu verifi zieren, wurde Hydra AIF in den Vektor 
HyEGFPEcoRI kloniert. Dies ermöglichte die Expression von AIF mit einem C-
terminalen fusioniertem EGFP. Hydren wurden mit diesem Vektor transformiert und 
5 Diese Versuche erfolgten mit humanem AIF und daher bezieht sich die Nummerierung 
dieser AS auf humanes AIF.
Ergebnisse
48
nach einem Tag mit dem Mitochondrium Marker Mitotracker gefärbt. Nach Fixierung 
der Tiere konnte im konfokalen Mikroskop eine Colokalisation von Mitotracker 
und EGFP beobachtet werden (Abb. 26). In Abbildung 26a ist der Umriss der 
transformierten Zelle zu erkennen. Abbildung 26b zeigt einen vergrößerten 
Ausschnitt auf dem die Colokalisation deutlich zu erkennen ist. Aufgrund der 
geringen Transformationsrate gelang es leider nicht, eine apoptotische, mit 
AIF-EGFP transformierte Zelle zu beobachten, für die eine Kernlokalistion des 
Fusionsproteins erwartet wurde.
Abb. 26: a) Lokalisation von AIF in fi xierten Tieren. Überlagerung von MitoTracker- und GFP-Färbung. 
Bildstapel aus einer Reihe optischer Schnitte (stepsize 1 µm) b) vergrößerter Auschnitt. (stepsize 250 
nm)
AIF Fusionspr teine n fixi r en Zell n
20 μm
a
5 μm
b
abb 26
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2.4. Isolierung und Charakterisierung von PSR, einem 
Phosphatidylserin Rezeptor in Hydra
Mit den Caspasen und AIF waren in Hydra Schlüsselproteine für den Vollzug des 
programmierten Zelltodes identifi ziert worden. Kennzeichnend für Apoptose ist 
eine schnelle und effektive Entsorgung der „Zellleichen“ im Organismus, indem sie 
von benachbarten Zellen oder Makrophagen phagozytiert werden. Hierfür ist es 
notwendig, dass sich eine apoptotische Zelle ihrer Umgebung eindeutig als eine 
solche zu erkennen gibt und Nachbarzellen diese Signale detektieren. Für diesen 
Erkennungsmechanismus war von Fadok (Fadok et al., 2000) Phosphatidylserin als 
„eat me“ Signal der apoptotischen Zelle und der von ihr klonierte Phosphatidylserin 
Rezeptor (PSR) als Detektor auf der phagozytierenden Zelle postuliert worden.
Bevor in Hydra nach dem Phosphatidylserin Rezeptor gesucht wurde, sollte zuerst 
geklärt werden, ob auch in Hydra der Verlust der Phospholipidasymmetrie mit 
Apoptose einhergeht. 
2.4.1. Nachweis von Phosphatidylserin in apoptotischen Hydrazellen
Wenn Zellen programmierten Zelltod begehen, unterlaufen sie verschiedene, 
charakteristische morphologische Veränderungen. Eine davon ist der Verlust der 
Phospholipidasymmetrie ihrer Plasmamembran. Dies führt zu einer Exposition von 
Phosphatidylserin an der äußeren Zellmembran. Ob dies auch in Hydra der Fall ist, 
sollte mittels Annexin-V Färbung geklärt werden. 
Hierzu wurden Hydren zur Induktion von Apoptose mit Colchizin behandelt 
und danach mechanisch in Einzelzellen zerlegt. Anschließend erfolgte eine 
Doppelfärbung mit Annexin-V-FITC zur Detektion von PS und Propidiumiodid zur 
Detektion von Zellen mit geschädigter Zellmembran. 
Zellen, die eine Annexin-V-FITC markierte Plasmamembran, jedoch keine 
Propidiumiodid Färbung aufweisen, sind ein Nachweis für den Verlust der 
Phospholipidasymmetrie. Abbildung 27 zeigt einen optischen Schnitt durch eine 
lebende Zelle, die eine ringförmige Annexin-V-FITC, aber keine Propidiumiodid 
Färbung aufweist (Abb. 27).
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Abb. 27: Phosphatidylserin auf der extrazellulären Seite einer apoptotischen Hydrazelle. a) Annexin-
V-FITC Färbung einer Hydrazelle nach der Induktion von Apoptose mittels Colchizin. b) Phasenkon-
trast Bild der Zelle. c) Abwesenheit von Propidium Iodid (PI) Färbung: PI kann nur dann in eine Zelle 
eindringen, wenn die Integrität der Zellmembran verloren wurde. Die Abwesenheit von PI-Färbung 
zeigt, dass Annexin-V-FITC an die exrazelluäre Seite der Zellmembran bindet.
2.4.2. Isolierung eines PSR Genfragmentes aus Hydra vulgaris cDNA
Ausgehend von den vom Menschen, der Maus, C.elegans und Drosophila  bekannten 
PSR Proteinsequenzen, wurden für mehrere konservierte Regionen degenerierte 
Primer entworfen (Abb. 28).  Mit dem Primerpaar PSR2/PSR5rev war es möglich, 
aus Hydra cDNA mittels PCR ein etwa 0,5 kbp großes Fragment zu amplifi zieren 
(Abb. 29a). Dies entsprach der erwarteten Größe für diese Primerkombination. 
Um zu verifi zieren, dass es sich bei dem erhaltenem Fragment auch um PSR 
handelt, erfolgte mit einem Aliquot dieser PCR eine zweite, „Nested- PCR“ mit 
dem Primerpaar PSR2/PSR3Arev. Auch diese ergab ein Amplifi kationsprodukt der 
erwarteten Größe, von etwa 380 bp (Abb. 29b).
Das 500 bp große Fragment wurde in den Vektor pCR2.1-TOPO kloniert. Nach 
Transformation des Vektors in E.coli wurden zwei Klone sequenziert. Aufgrund der 
Homologie mit den bekannten PSR-Proteinen wurde das Fragment eindeutig als 
Teil des PSR identifi ziert.
Annexin-V Färbung
abb 27
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Abb. 29: Amplifi kation von PSR aus cDNA mittels degenerierter Primer. a) Mit dem Primerpaar 
PSR2/ PSR5rev, b) „Nested-PCR“ mit dem Primerpaar PSR2/PSR3Arev. „Einzelprimer“- und „Was-
ser-Kontrolle“ wurden jeweils mit auf das Agarosegel aufgetragen.
2.4.3. Isolierung von PSR aus einer cDNA-Bank
Mit der gefundenen Sequenz konnten mittels PCR DIG-markierte DNA-Sonden 
hergestellt werden, um aus einer Hydra vulgaris cDNA-Bank das vollständige 
PSR Gen zu isolieren. Es wurden 4 Klone gefunden und sequenziert. Drei Klone 
enthielten das vollständige PSR Gen und wiesen keinen Sequenzunterschied zu 
dem durch PCR isolierten Klon auf. PSR in Hydra hat eine Größe von 385 AS und 
liegt damit zwischen den 349 AS von C.elegans und den ca. 410 AS von Drosophila, 
Mensch und Maus (Abb. 28). Strukturell weist es eine größere Ähnlichkeit zu letzt 
genannten auf. In C.elegans fehlt im Vergleich zu allen andern PSR eine Region 
von 51 Aminosäuren. 
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2.4.4. Bioinformatische Analyse des PSR
PSR aus Hydra und Mensch sind auf Proteinebene zu ca. 60% identisch. Aufgrund 
dieser großen Sequenzhomologie wurde auch eine Konservierung der Funktion des 
PSR zwischen Hydra und Mensch erwartet.
Mit Hilfe des Programms PSORT II sollte die Lokalisation des Hydra PSR 
vorhergesagt werden. Es wurden drei NLS identifi ziert, die in allen bisher bekannten 
PSR-Proteinen konserviert sind (Abb. 28) und als wahrscheinlichste Lokalisation 
des PSR den Zellkern mit 69,9% angegeben. In PSR konnte außerdem eine 
JmjC-Domäne (sprich: „Jumanji“) identifi ziert werden, die sich mit der von Fadok 
postulierten Transmembrandomäne überschneidet. Diese beiden Funktionen 
schließen sich gegenseitig aus. 
JmjC gehört zur Cupin-Familie (cupa: lateinisch Fass), einer Gruppe von 
Proteindomänen, die eine fassartige Struktur, β−barrel, aus β-Faltblättern 
besitzen. Zu den verschiedenen Proteinen mit einer JmjC-Domäne gehören die 
Transkriptionsfaktoren der Jmj-Familie und auch FIH-1 (Factor Inhibiting HIF 
(HIF: Hypoxia Inducing Factor)) ein Protein mit einer 2-Oxoglutarat (2OG) und 
Fe(II)-abhängigen Dioxygenase Aktivität. Zwischen FIH-1 und PSR besteht eine 
Ähnlichkeit in der Gesamtdomänenstruktur des Proteins. Beide sind von ähnlicher 
Länge (PSR 385AS, FIH-1 349AS) und besitzen jeweils eine JmjC-Domäne, die in 
der Mitte des Proteins liegt. Die Kristallstruktur von humanem FIH-1 ist aufgeklärt. 
Der Kern von FIH-1 bildet ein β-barrel das auch die H-X-D/E Sequenz (AS199-201) 
und ein weiteres Histidin (AS279) enthält (Abb. 30). 
FIH-1 Struktur
abb. 31
H279
H199
D201
β-barrel
Abb.30: „Ribbon diagram” der FIH-1 Struk-
tur (aus (Lee et al., 2003) using RIBBON 
(Carson, 1997). Die konservierte Kern-
struktur (β-barrel) ist grün markiert. Die, das 
aktive Zentrum bildenden, AS H187, D 189 
und H 272 sind blau hervorgehoben.
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Diese Aminosäuren bilden das aktive Zentrum des Proteins. FIH-1 kann sein 
Substratprotein HIF an einem spezifi schen Asparagin in der Transaktivierungsdomäne 
hydroxylieren. Dies ermöglicht die Sauerstoff-abhängige Regulation der HIF 
Aktivität.  
Ein Vergleich der Sekundärstruktur von FIH-1 mit der, mittels des Programms 
PredictProtein für Hydra PSR vorhergesagten Sekundärstruktur, offenbart eine 
große Ähnlichkeit der Anordnung der β-Faltblätter in der JmjC-Domäne (Abb. 31).
Abb.31: Alignment des konservierten Kerns (β-barrel) von humaner FIH-1 (accession number 
AAL27308) mit der homologen Region von Hydra-PSR. β-Faltblatt-Strukturen sind mit blauen Pfeilen 
oberhalb (für Hydra-PSR) bzw. unterhalb (für FIH-1) der Sequenzen angezeigt und in Übereinstim-
mung mit der veröffentlichten Kristallstruktur (Lee et al., 2003) nummeriert. Gelbe Boxen markieren 
die AS die für die Komplexierung des Fe2+-Ions im  Aktiven Zentrum erforderlich sind, die violette 
Box das an der Bindung von 2-Oxoglutarat beteiligte Lysin. Die hydrophoben AS die die β-barrel 
Struktur stabilisieren sind mit grauen Boxen unterlegt.
Betrachtet man die Aminosäuresequenz in diesem Bereich, so fällt auf, dass die für 
die Stabilisierung des β-barrel notwendigen hydrophoben Reste konserviert sind. 
Die für die Koordinierung des Fe(II)  (FIH-1: H199, D201 und H279; PSR: H187, 
D189 und H272) und die Bindung von 2OG (FIH-1: K214; PSR: K204) notwendigen 
Aminosäuren sind zwischen FIH-1 und PSR konserviert.
Direkt auf die vorhergesagte JmjC-Domäne folgt ein so genannter AT-Hook, 
ein 9-14 Aminosäuren langes DNA-Bindemotiv mit einem zentralen GRP-Motiv 
(Glycin-Arginin-Prolin) das in die kleine Furche AT-reicher DNA binden kann. Der 
AT-Hook ist in allen PSR Sequenzen konserviert. Das Vorkommen des AT-Hooks, 
der in vielen eukaryontischen Kernproteinen identifi ziert wurde, und der JmjC-
Domäne, veranlasste Clissold und Mitarbeiter das humane PSR als Kernprotein zu 
bezeichnen (Clissold and Ponting, 2001). Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch 
zu der von Fadok postulierten  Funktion des PSR, und dieses Problem sollte in 
weiteren Versuchen geklärt werden.
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FIH-1(homo)
PSR (hydra)
abb. 32
KRRPPYRWIVIGPARSGTGIHIDPLGTSAWNALISGHKRWMMFPTETPKHLLEVSKQDGQHQSGE
WGQLTSNLLLIGMEGNVTPAHYDEQ--QNFFAQIKGYKRCILFPPDQFECLYPYPVHHPCDRQSQ
GIQWFVKVYPKVKSPTWPKEYAPLEIIQHPGETVFVPGGWWHVVLNL-DQTVAVTQNF
-VDFDNPDYERFPNFQNVV---GYETVVGPGDVLYIPMYWWHHIESLLNGGITITVNFWYK
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2.4.5. Nachweis der Transkription von PSR 
Die Bestätigung der Transkription von PSR erfolgte durch Northern-Blot. Hierfür 
wurden 10 µg Gesamt-RNA eingesetzt. Für die Herstellung der 32P-markierten 
Sonde wurden 25 ng DNA eingesetzt. Die Länge der Sonde betrug ca. 1,2 kb. Die 
Größe der PSR mRNA kann anhand eines im Agarosegel mitgelaufenen RNA-
Längenstandard ermittelt werden. Sie beträgt ca. 1,7 kb (Abb. 32).
Abb. 32: Northern-Blot von 10 µg Gesamt-RNA, hybridisiert mit einer PSR DNA-Sonde. 
2.4.6. Transiente Expression von PSR Fusionsproteinen mit EGFP in Hydra 
vulgaris
Die Homologie zu FIH-1, und das Vorhandensein der JmjC-Domäne, des AT-Hooks 
und der drei NLS weckten Zweifel an der von Fadok postulierten Membranlokalisation 
des PSR. Mit Hilfe der in Hydra neu etablierten Transformationsmethode wurde für 
Hydra PSR die Lokalisation von PSR-EGFP-Fusionsproteinen untersucht.
Hierfür wurde PSR in die Vektoren HyEGFPSmaI und HyEGFPEcoRI kloniert. Dies 
ermöglichte die Expression eines Fusionsproteins bestehend aus PSR und einem 
N- oder C-terminal angehängten EGFP. Diese Plasmide wurden EGFP-PSR bzw. 
PSR-EGFP genannt. Von dem Plasmid EGFP-PSR wurden zusätzlich noch vier 
Deletionsmutanten (EGFP-PSRΔNLS1, EGFP-PSRΔNLS2, EGFP-PSRΔNLS1+2 
und EGFP-PSRΔNLS3) erzeugt, in denen jeweils eine der drei putativen NLS 
einzeln deletiert war, sowie eine Doppelmutante, in der NLS1 und NLS2 deletiert 
waren (Abb.33).
Northern Blot: PSR
abb. 33
1,7 kb
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Abb. 33: Schema der sechs Fusionsproteine.
Zur Transformation dieser sechs Plasmide in Hydra wurde die ballistische 
Transformation angewendet und das Ergebnis in lebenden (Abb. 34) und 
fi xierten Zellen (Abb. 35)  analysiert. Zum Vergleich erfolgte parallel auch eine 
Kernfärbung mittels SYTO-15 bzw. TO-PRO-3. Zur Untersuchung einer eventuellen 
Menbranlokalisation wurden lebende Tiere mit dem Vitalfarbstoff FM-464 gefärbt.
Sowohl bei der Transformation mit dem Plasmid EGFP-PSR (Abb. 34a+b und 35a) 
als auch mit PSR-EGFP (Abb. 34c und 35b) war das Fusionsprotein im Zellkern von 
Epithelzellen lokalisiert. Ob PSR N- oder C-terminal mit EGFP fusioniert war, hatte 
also keinen Einfl uss auf die Lokalisation des Fusionsproteins. 
Auch die Transformation mit den Plasmiden EGFP-PSRΔNLS1, EGFP-PSRΔNLS2 
und EGFP-PSRΔNLS1+2 führte zu einer Kernlokalisation der Fusionsproteine 
(Abb. 34d und 35c+d). NLS1 und NLS2 sind daher nicht für die Kernlokalisation 
verantwortlich. Die Expression des Fusionsproteins EGFP-PSRΔNLS3 jedoch 
ergab ein anderes Bild. Wurde NLS3 deletiert, konnte das Fusionsprotein nur 
noch im Cytoplasma und nicht mehr im Zellkern beobachtet werden (Abb. 34e+f 
und 35e). NLS3 mit der Sequenz KRRK ist für die Kernlokalisation von Hydra
PSR verantwortlich. Diese Ergebnisse unterstützen an Hand von Hydra PSR die 
von Clissold geäußerte Vermutung, dass PSR ein Kernprotein sei (Clissold and 
Ponting, 2001). Berücksichtigt man die große Homologie zwischen den bekannten 
PSR-Proteinsequenzen sowie die Tatsache, dass sowohl die dritte NLS, als auch 
die JmjC-Domäne und ebenso der AT-Hook in allen PSR hoch konserviert sind, liegt 
die Vermutung nahe, dass die Ergebnisse für Hydra PSR sich auf die anderen PSR-
Proteine übertragen lassen.
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Abb. 34: Lokalisation des PSR in lebenden Tieren. Einzelne optische Schnitte GFP exprimierender 
Zellen nach der Transfektion mit GFP-PSR (a und b),  PSR-GFP (c), NLS-Mutanten ΔNLS1-2 (d) 
und ΔNLS3 (e und f). Die linke Bildreihe zeigt GFP-Färbung, die Mittlere SYTO15 bzw FM4-64 Fär-
bung und die Rechte die Überlagerung der zwei Färbungen.
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Abb. 35: Lokalisation des PSR in fi xierten Tieren. Einzelne optische Schnitte fi xierter GFP exprimie-
render Zellen nach der Transfektion mit GFP-PSR (a), PSR-GFP (b) und den NLS-Mutatnten ΔNLS1,
ΔNLS2 und ΔNLS3 (c bis e). Die linke Bildreihe zeigt GFP-Färbung, die Mittlere DNA-Färbung mit 
TO-PRO3 und die Rechte die Überlagerung der zwei Färbungen. Es fällt auf, dass die Nucleoli nicht 
mit TO-PRO3 angefärbt werden (mittlere Bildreihe) und auch frei von GFP (linke Bildreihe) sind.
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3. Diskussion
3.1. Apoptose Maschinerie in Hydra
3.1.1. Identifi zierung dreier Caspasen in Hydra vulgaris
In dieser Doktorarbeit wurden drei Caspasen, HyCasp A, HyCasp 3B und HyCasp 
3C, aus Hydra isoliert. Zwei von ihnen, HyCasp 3B und HyCasp 3C, sind einander 
sehr ähnlich, auf DNA Ebene sind sie zu 94% identisch. Auch andere Gene kommen 
in Hydra vulgaris in mehreren sehr ähnlichen Varianten vor, so zum Beispiel PDGF 
und PPOD. 
Alle drei Caspasen werden in adulten Tieren transkribiert. Sie besitzen eine 
Prodomäne von 85 (HyCasp A) bzw. 73 AS (HyCasp 3B und 3C) Länge,  die 
keine bekannten Sequenzmotive, insbesondere keine DED oder CARD Domänen 
enthalten. Damit gehören sie nicht zu der Gruppe der Initiator-Caspasen. Trotz der 
fehlenden CARD oder DED Domäne ist HyCasp A in der Lage, sich bei Expression 
in E.coli durch Prozessierung zwischen großer und kleiner Untereinheit selbst zu 
aktivieren. 
Von N. Schmidt konnte nachgewiesen werden, dass für diese Autoprozessierung 
die Prodomäne notwendig ist (Schmidt, 2003). Die Vermutung liegt nahe, dass die 
Prodomäne von  HyCasp A ein bisher nicht erkanntes Motiv für Protein–Protein 
Interaktionen besitzt. N. Schmidt konnte auch zeigen, dass HyCasp A in den 
Mitochondrien lokalisiert ist und dort konstitutiv aktiv ist. Bei HyCasp 3B und 
HyCasp 3C hingegen kann erst nach Translokation aus den Mitochondrien ins 
Cytoplasma eine Aktivität nachgewiesen werden. Weder HyCasp 3B noch HyCasp 
3C vermögen sich selbst zu aktivieren, sind aber beide in apoptotischen Zellen 
aktiv. Sie gehören damit zur Gruppe der Effektor-Caspasen. Es bleibt die Frage, wie 
sie aktiviert werden. Gegen HyCasp A als Initiator-Caspase sprechen vier Gründe: 
Zum einen aktiviert sich in allen bisher untersuchten Organismen die Initiator-
Caspase erst nach einem bestimmten Signal und ist nicht ständig konstitutiv aktiv. 
Zum zweiten gelang es bisher nicht, rekombinante HyCasp 3B oder HyCasp 3C 
durch aktivierte HyCasp A zu prozessieren. Drittens stimmt die Substratspezifi tät 
von HyCasp A, die sich bei der Sequenz IRKD prozessiert, nicht mit der putativen 
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Schnittstelle DTVD von HyCasp 3B und HyCasp 3C überein. Schließlich spricht 
auch die Stammbaumanalyse gegen eine Rolle von HyCasp A als Initiator-Caspase. 
Sie stellt HyCasp A vielmehr an die Basis der Caspasen an den Übergang zu den 
Paracaspasen (siehe Abb. 22).
3.1.2. Besitzt Hydra  eine Caspase-Kaskade?
Anders als bei C. elegans, wo Ced-3 als einzige Caspase für die Apoptose benötigt 
wird, kann in Hydra keine der bisher bekannten Caspasen alle Funktionen erfüllen. 
Es sollte in Hydra also noch mindestens eine weitere Caspase, eine Initiator-
Caspase geben. Tatsächlich konnte von R. Knapp neben einer Paracaspase eine 
weitere Caspase isoliert werden (Knapp, 2004). Diese Caspase besitzt eine DED-
Domäne und gehört aufgrund ihrer Sequenzhomologie zur Gruppe der Caspase-8/
10 und wurde daher HyCasp 8 genannt. Sie ist damit ein Kandidat für die fehlende 
Initiator-Caspase. Ob HyCasp 8 an der Apoptose beteiligt ist, ist noch völlig unklar. 
In Drosophila spielt Dredd, die zu Caspase-8 homologe Caspase, bei der Apoptose 
nur eine geringe Rolle. Sie nimmt vielmehr bei der Signaltransduktion für die 
Immunabwehr eine wichtige Position ein (Salvesen and Abrams, 2004).
HyCasp 8 muss aber nicht die letzte Caspase sein, die in Hydra gefunden wird. In 
den vorhandenen Sequenz Daten aus dem Hydra EST-Projekt wurde das Fragment 
einer weiteren Caspase (S BP 507635) gefunden, deren genaue Zuordnung aber 
noch nicht möglich ist. 
Hydra besitzt damit wie Vertebraten und Drosophila genügend Caspasen, um eine 
Caspase-Kaskade zu ermöglichen. C. elegans besitzt zwar auch mehrere (vier) 
Caspasen, allerdings weisen nur zwei, CED-3 und CSP-1 eine Enzymaktivität auf, 
und nur CED-3 ist für Apoptose nötig (Shaham, 1998). Im Schwamm wurde ein 
Caspase Gen gefunden, das in zwei Splice-Varianten exprimiert werden kann, eine 
lange Form, die eine Prodomäne mit einer CARD Domäne besitzt und eine kurze 
Form ohne Prodomäne (Wiens et al., 2003).
Welchen Vorteil hat Hydra davon, ein ganzes Arsenal an Caspasen und damit das 
Potential für eine Caspase-Kaskade zu unterhalten, wenn C. elegans es vorlebt wie 
man, zumindest als einfacher Organismus, auch mit Weniger gut durchs Leben oder 
besser Sterben kommt? Eine Hypothese ist, dass Protease-Kaskaden es erlauben 
Diskussion
61
ein binäres Signal (aktiv / nicht aktiv) in ein analoges Signal umzuwandeln, indem 
tiefer stehende Effektor-Proteasen durch Inhibitoren und Aktivatoren feinreguliert 
werden. Übereinstimmend mit dieser Hypothese besitzt Hydra mindestens je zwei 
pro- und zwei antiapoptotische Bcl-2 Proteine (Popp, 2004), Drosophila und C. 
elegans zwei, Vertebraten mindestens 20, Bcl-2 homologe Proteine (Ameisen, 
2004). Ähnliches trifft auf die IAPs zu. Vertebraten besitzen acht, Drosophila
vier und C. elegans nur zwei (Koonin and Aravind, 2002). In Hydra wurde bisher 
Survivin gefunden, ausgehend von obiger Hypothese würden aber noch weitere 
IAPs erwartet werden.
3.1.3. Das Team ist komplett – Apoptose Maschinerie in Hydra
In Hydra fi ndet man mit den Caspasen und AIF beide „Executer-Proteine“ die auch in 
höheren Tieren Apoptose vollstrecken. Daneben konnten inzwischen auch Apoptose 
regulierende Proteine isoliert werden (Bcl-2 Homologe) oder als Fragmente in der 
EST-Datenbank gefunden werden (TNF-Rezeptor, BIR). Damit steht fest, dass 
schon bei den frühesten vielzelligen Tieren die Basismaschinerie der Apoptose 
vorhanden war. Diese wurde im Laufe der Evolution in verschiedenen Tierstämmen 
immer mehr verfeinert (Vertebraten), oder auf ein einfaches Grundgerüst reduziert 
(C. elegans). 
Eine wichtige Frage ist die Rolle der Mitochondrien, insbesondere die von Cytochrom 
c, bei der Apoptose in Hydra. Bei Säugetieren interagiert Cytochrom c nach der 
Freisetzung aus den Mitochondrien mit dem WD-40 Sequenzmotiv von APAF-1 und 
ist an der Aktivierung der Caspasen über den „mitochondrialen Pathway“ beteiligt. 
Bei C. elegans scheint Cytochrom c an der Regulation der Apoptose nicht beteiligt 
zu sein. Ced-4 besitzt kein WD40 Sequenzmotiv und kann Cytochrom c nicht 
binden.
In Drosophila ist die Rolle von Cytochrom c umstritten. Dark, dass zu APAF-1 
homologe Protein, besitzt am C-Terminus WD40 Sequenzmotive. Mittels Co-
Immunopräzipitations Experimenten in Drosophila Gewebekulturzellen konnte 
gezeigt werden, dass Dark Cytochrom c bindet (Kanuka et al., 1999; Rodriguez et 
al., 1999). Die meisten Studien in Drosophila fi nden allerdings keinen Hinweis, dass 
Cytochrom c während der Apoptose aus den Mitochondrien freigesetzt wird (Varkey 
et al., 1999; Dorstyn et al., 2002). In RNAi Versuche konnte mit dsRNA gegen 
Dark, nicht jedoch mit dsRNA gegen Cytochrom c Apoptose unterdrückt werden 
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(Zimmermann et al., 2002). In Hydra ist bisher noch kein zu APAF-1 homologes 
Protein isoliert oder in der EST Datenbank gefunden worden.
Die Regulation der Caspasen in Drosophila und Säugetieren scheint auf 
gegensätzliche Weise zu erfolgen. In Drosophila ist die Aktivierung der Caspasen 
konstitutiv und wird durch IAPs gehemmt. Apoptose wird durch die Inhibierung der 
IAPs („Lösen der Bremse“; Salvesen and Abrams, 2004) eingeleitet. In Säugetieren 
ist der „Aktivierungs-Pathway“ der Caspasen hingegen inaktiv und muss erst 
induziert werden („Tritt aufs Gas“; Salvesen and Abrams, 2004). Eine Untersuchung 
des Aktivierungssystems in Hydra könnte dazu beitragen zu entscheiden, welches 
der beiden Regulationssysteme das Ursprünglichere ist.
3.1.4. Ursprung der Apoptose – sine qua non eines multizellulären 
Organismus?
Wie Koonin und Aravind schreiben, scheint Apoptose für die Existenz eines 
multizellulären Organismus genauso notwendig zu sein wie eine Polizeitruppe in 
einem Staat (Koonin and Aravind, 2002). Sie schützt den Organismus vor Zellen, 
deren Zellteilungsregulation gestört ist und auch vor Eindringlingen von außen. 
Apoptose reguliert aber auch die normale Entwicklung und trägt zur Erhaltung 
der Gewebehomeostase bei. Der Schutz erfolgt durch Aktivierung eines jeder 
Zelle zu eigenen “Selbstmord”-Programms, als Antwort auf das Fehlen von 
“Survival–Signalen” oder den Empfang von “pro-death-Signalen”. Die Phagozytose 
der sterbenden Zelle durch benachbarte Zellen erfolgt nach einem genetisch 
kontrollierten Mechanismus (Horvitz, 1999). Lange Zeit war man der Ansicht, 
dass die Phagozytose der sterbenden Zelle keinen Einfl uss auf den Ablauf des 
“Selbstmord”-Programms hat. Neuere Untersuchungen haben jedoch diese 
Auffassung widerlegt (Hoeppner et al., 2001; Reddien et al., 2001). Inzwischen hat 
man erkannt, dass zusätzlich zu der intrinsischen Kontrolle eine “Soziale Kontrolle” 
durch benachbarte, konkurrierende Zellen kommt. Damit wird das Räuber-Beute 
Konzept zu der bisher vorherrschenden altruistischen Sichtweise auf die Regulation 
des programmierten Zelltodes hinzu gefügt (Ameisen, 2004). 
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Die Frage nach dem Ursprung der Apoptose bei multizellulären Organismen 
lautet weniger warum, sondern wie sie erfunden wurde, insbesondere, woher die 
beteiligten Komponenten stammen. Koonin und Aravind spekulieren, dass von 
Eukaryonten aufgenommene bakterielle Gene den Kern der Apoptose-Maschinerie 
bilden (Abb. 36). 
Abb. 36: Vereinfachtes Schema des Ursprungs und der Evolution des eukaryontischen Systems 
des programmierten Zelltod. Graue Pfeile deuten vertikale Evolution, rosa Pfeile horizontalen Gen-
transfer an. Orange Pfeile zeigen den Erwerb oder Ursprung eukaryonten-spezifi scher Proteine und 
Protein-Domänen.  (verändert nach Koonin and Aravind, 2002)
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Diese Aufnahme erfolgte ihrer Hypothese nach in zwei Stufen. Mit der 
„Domestizierung“ des pro-mitochondrialen Endosymbionten kamen Metacaspasen, 
HtrA und AP-ATPasen zu AIF hinzu. Auf der Stufe eines frühen eukaryontischen 
Vielzellers erfolgte ein zweiter Einstrom bakterieller Gene: Paracaspasen und AP-
ATPasen (Abb. 36, rosa Pfeile). 
Zu späteren Zeitpunkten der Evolution kam es zu dem Transfer von AP-ATPasen zu 
den Pilzen und weiterer Metacaspasen zu den Pfl anzen.
Diese Kernkomponenten entwickelten sich im Laufe der Evolution in den 
verschiedenen Reichen und Tierstämmen unterschiedlich weiter (Abb. 37, blauer 
Pfeil). So kam es bei den Pfl anzen zu einer Expansion der Metacaspasen und AP-
ATPasen. In Pfl anzen gibt es etwa  190 AP-ATPasen, in Tieren hingegen nur eine 
einzige. 
Um diesen Kern gruppierten sich weitere Komponenten. Diese übernahmen entweder 
Domänen anderer Proteine, (AIF, Cytochrom c und BIR), oder entwickelten neue 
Domänen (6-α-helikale-Domänen, CAD-Domäne-DNA- Fragmentierungsproteine, 
TNF, Bcl2 und Caspasen) (Abb. 36 orange Pfeile). Bei Vertebraten erfolgte laut 
Koonin und Aravind eine Expansion von TNF, 6-α-helikale-Domänen (die sich zu 
den DED-, DD-, Pyrin- und CARD-Domänen aufspalteten) und Bcl2 (Abb. 36, roter 
Pfeil). 
Eine zuerst von Frade und Michaelidis vorgeschlagene Hypothese verbindet 
den Ursprung des eukaryontischen programmierten Zelltod (PCD) mit der 
Endosymbionten Hypothese. Das ursprüngliche α-Proteobakterium könnte 
sezernierte Proteasen, etwa Metacaspasen, in Zeiten von Nahrungsmangel 
eingesetzt haben, um seinen Wirt zu töten, sich damit Nahrungsressourcen zu 
erschließen und sich einen neuen Wirt zu suchen (Fradeand Michaelidis, 1997). Im 
Laufe der Evolution entstand daraus nach Hinzufügen regulatorischer Komponenten 
die Apoptosemaschinerie, wie wir sie heute kennen.
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3.2. Transgene Hydren
Im Laufe dieser Doktorarbeit wurde erstmals ektopische DNA in Hydrazellen 
exprimiert. Dabei kamen zwei unterschiedliche Methoden zur Anwendung, mit 
denen DNA in die Zellen transfi ziert wurde. Mit der Mikroelektroporationsmethode 
gelang es, transient GFP-Fusionsproteine in bis zu 40 Zellen pro Tier zu exprimieren. 
Sie hatte jedoch den Nachteil, schwer reproduzierbar zu sein, was unter anderem 
an der manuellen Handhabung der Elektroden liegen könnte. Mit der ballistischen 
Transformation erzielte man zuverlässigere Erfolge. Die meisten transformierten 
Tiere enthielten GFP exprimierende Zellen, allerdings deutlich weniger, wenn auch 
stärker leuchtende, als mit der anderen Methode. Es stellt sich die Frage, wie sehr 
der Beschuss durch die Goldpartikel die Zellen schädigt und so eine geringere 
Transformations-Effi zienz verursacht. Unabhängig von der angewendeten Methode, 
konnten fast nur ektodermale Epithelzellen transformiert werden. Die Goldkugeln 
werden im Ektoderm oder der Mesoglöa vermutlich zu stark abgebremst, um noch 
endodermale Zellen zu durchdringen. I-Zellen sind wegen ihrer geringeren Größe 
schwerer zu treffen oder werden, da sie nicht so exponiert wie die ektodermalen 
Epithelzellen liegen, weniger gut erreicht.
Ein Manko beider Methoden ist ihre niedrige Transformationseffi zienz. Selbst 
im besten Fall mit etwa 40 transfi zierten Zellen, entspricht dies bei einem Tier, 
dass aus etwa 100.000 Zellen besteht, nur einer Transformationseffi zienz von 1:
2500. Ein weiterer Nachteil ist, dass die Fusionsproteine meist nur wenige Tage 
zu detektieren waren. Trotzdem ermöglicht es diese Technik Einzelzellen in vivo
über einen längeren Zeitraum zu beobachten sowie zum ersten Mal in Hydra, 
die intrazelluläre Lokalisation von Proteinen in vivo zu bestimmen. Für andere 
Zwecke, insbesondere zur Überexpression von Proteinen, die zum Beispiel die 
Achsenbildung in Hydra steuern, ist die limitierte Anzahl der transformierten Zellen 
und ihr transienter Charakter ein ernsthaftes Hindernis.
Das Ziel weiterer Versuche muss es sein, eine stabile Integration des Aktin-
Promotor/GFP-Reportergen in das Hydra Genom zu erzielen. Dabei kann auf 
die im Labor von Hans Bode gemachten Versuche mit Transposons (mobile DNA 
Elemente deren Länge einige hundert bis zu mehreren zehntausend Basenpaaren 
betragen können) zurückgegriffen werden. 
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Bode und Mitarbeiter haben deutliche Hinweise darauf, dass im Falle einer 
Injektion des transponierbaren Elements TC3 aus C.elegans (Raz et al., 1998), 
das zusätzlich das GFP-Reportergen unter der Kontrolle des Xenopus laevis EF1a 
Promotors enthält, zusammen mit der mRNA für die TC3 Transposase in Hydra
Embryonen, man eine Integration des GFP-Gens in das Hydra Genom erhält (Hans 
Bode, persönliche Mitteilung). Es konnte allerdings keine GFP Expression in den 
transformierten Tieren festgestellt werden.
 Da, wie in dieser Doktorarbeit gezeigt werden konnte, GFP unter der Kontrolle des 
Hydra Aktin Promotors zu einer sichtbaren GFP Expression führt, scheint dieser 
Fehlschlag auf die Ineffektivität des Frosch EF1a Promotor in Hydra zu beruhen. 
Ein viel versprechender und nahe liegender Ansatz ist daher ein Austausch des 
EF1a gegen den Aktin-Promotor in dem von der Arbeitsgruppe Bode verwendetem 
Konstrukt. Das TC3 transponierbare Element mit dem Hydra Aktin-Promotor/GFP 
Reportergen und der Transposase mRNA kann anschließend auf zwei verschieden 
Wegen in Hydra transfi ziert werden: Zum einen durch Injektion in Embryonen im 1-4 
Zellstadium, zum anderen durch Mikroelektroporation in den Rumpf adulter Tiere. 
In beiden Fällen sollte das Aktin-Promotor/GFP Reportergen in das Genom mehrer 
Zellen integriert werden.
 Bei Injektion in frühe Embryonen sollten, im sich entwickelnden Tier, viele Zellen 
das Reportergen stabil exprimieren. 
Wird das transponierbare Element in den Rumpf adulter Tiere transfi ziert, werden 
zu Beginn nur einige wenige Epithelzellen das Konstrukt enthalten. Da sich die 
Epithelzellen im Rumpf einer Hydra kontinuierlich in Mitose befi nden, wird eine 
einzelne Zelle, die das GFP-Reportergen exprimiert sich auch teilen und mit der 
Zeit einen „Flecken“ GFP markierter Zellen bilden. Sobald dieser  „Zellfl eck“ in 
etwa 1/20 der Größe des Tieres erreicht hat, kann dieser Bereich aus dem Tier 
herausgeschnitten werden und sich zu einem vollständigem Tier regenerieren. 
Wiederholt man diesen Vorgang einige Male, wird man ein Tier erhalten, in dem 
alle Epithelzellen, entweder des Ecto- oder Endoderms (je nachdem in welcher 
Epithelschicht die „Urzelle“ gelegen war) GFP markiert sind, und man hat somit eine 
transgene Hydra mit einem transgenen Ectoderm oder Endoderm erhalten.   
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3.3. PSR - Kernprotein oder Membranrezeptor?
In dieser Arbeit wurde der Phosphatidylserin Rezeptor in Hydra vulgaris isoliert. 
Eine bioinformatische Untersuchung des Hydra PSR zeigt drei NLS Sequenzen und 
deutet daraufhin, dass er, anders als erwartet, nicht in der Zellmembran, sondern 
im Nukleus lokalisiert ist. Mit Hilfe der neu etablierten Transformationsmethode 
wurde die Kernlokalisation nachgewiesen. NLS3 wurde als die, für den Import in 
den Zellkern, nötige Signalsequenz identifi ziert. Die von Fadok et al. postulierte 
Transmembrandomäne konnte von M. Pröschel in Hydra PSR nicht gefunden 
werden (Pröschel, 2003).
Die große Homologie zu den bekannten Säuger PSR gibt Grund zu der Annahme, 
dass sich diese Ergebnisse auch auf das humane PSR übertragen ließen. In der 
Tat kamen Cui et al., die die Lokalisation von humanem PSR mit Hilfe von GFP-
Fusionsproteinen und anti-PSR Antikörpern untersuchten, für den humanen PSR 
zu den gleichen Ergebnissen (Cui et al., 2004). Damit ergibt sich ein Widerspruch 
zu der von Fadok veröffentlichten Funktion von PSR als membranintegriertem 
Rezeptor für Phosphatidylserin. 
PSR Knockout Experimente, die in C.elegans durchgeführt wurden, bestätigten 
allerdings zunächst Fadoks Hypothese. Wang et al. beobachteten, dass in psr-1 
Embryonen die Phagozytose von „Zellleichen“ verzögert ist (Wang et al., 2003). 
Auch die ersten Mäuse PSR-Knockouts die von der Gruppe um Flavell (Li et al., 
2003) und von Kunisaki et al. (Kunisaki et al., 2004) generiert wurden wiesen 
neben schweren Entwicklungsschäden eine erhöhte Anzahl nicht phagozytierter, 
apoptotischer Zellen auf. Eine dritte sorgfältigere Studie, die jüngst von Böse et 
al. publiziert wurde, kam zu anderen Ergebnissen (Böse et al., 2004). Sie fanden 
heraus, dass PSR-Kockout Mäuse zwar eine Vielzahl von schweren Defekten 
während der Embryogenese aufweisen, es aber keinen Unterschied bei der 
Phagozytose apoptotischer Zellen gibt. Anders als ihre beiden Vorgängergruppen 
untersuchten sie PSR auch Immunhistochemisch mit dem Antikörper mAB 217 in 
PSR-Knockout und Wildtyp Mäusen. Dieser Antikörper war von Fadok et al. benutzt 
worden um PSR im Phage Display zu identifi zieren (Fadok et al., 2000). mAB 217 
färbte die Membran von Makrophagen. Es gab keinen Unterschied in der Färbung 
von PSR Wildtyp und PSR-Knockout Tieren.
Wie kann man diese Ergebnisse interpretieren?  Die naheliegendste Erklärung ist, 
dass das psr Gen keinen Phosphatidylserin Rezeptor, sondern eine im Zellkern 
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lokalisierte Dioxygenase codiert, die bei der Embryogenese eine essentielle 
Funktion hat. Welches Protein ist aber dann der Phosphatidylserin Rezeptor? Ein 
guter Kandidat hierfür ist das Antigen zu dem Antikörper mAb 217. Ein nochmaliges 
Phage Display mit diesem Antikörper erscheint viel versprechend, insbesondere 
wenn man das Ergebnis der Immunhistochemie und Plasmamembranfärbung 
bei Makrophagen bedenkt. Eine andere Möglichkeit ist, dass es gar keinen 
direkten Phosphatidylserin Rezeptor gibt, sondern die Interaktion zwischen 
Phosphatidylserin auf der apoptotischen Zelle und einem Rezeptor auf dem 
Phagozyten über Brückenmoleküle vermittelt wird, zum Beispiel MFG-E8 und dem 
Vitronectin Rezeptor (Lauber et al., 2004). Das PSR Protein jedenfalls wird zwar 
weiterhin diesen Namen tragen, aber die Funktion als Phosphatidylserin Rezeptor 
nicht erfüllen können.
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4. Zusammenfassung
Das Arbeiten mit Hydra als Modellorganismus wurde durch das Fehlen einer 
funktionierenden Transformationsmethode sehr behindert. Im Rahmen dieser 
Doktorarbeit gelang es erstmals, EGFP und EGFP-Fusionsproteine transient in 
Hydra zu exprimieren. Hierfür wurden zwei Transformationssysteme etabliert, die 
auf dem Prinzip der Mikroelektroporation und der ballistischen Transformation 
beruhen.
Mit diesen neuen Möglichkeiten wurde das PSR Protein in Hydra untersucht. PSR 
ist ursprünglich als Membranrezeptor für Phosphatidylserin publiziert worden. 
Expression von PSR-EGFP Fusionsproteinen und verschiedener Deletionsmutanten 
ergab für Hydra PSR eine Kernlokalisation des Proteins, für das eine C-Terminale 
NLS verantwortlich ist. Bioinformatische Analysen der Hydra PSR Proteinstruktur 
bestätigten die NLS und deckten ein AT-hook ähnliches DNA-Bindemotiv sowie 
eine Cupin Domäne und große Strukturhomologie zu FIH-1 auf. Von humanen 
PSR bis hin zu Hydra PSR sind diese Eigenschaften konserviert. Diese Ergebnisse 
lassen vermuten, dass PSR eine im Zellkern lokalisierte 2-Oxoglutarat und Fe(II) 
abhängige Oxygenase und kein Zelloberfl ächenrezeptor ist. 
AIF ist ein hoch konserviertes mitochondriales Protein das auch unabhängig von 
Caspasen Apoptose induzieren kann. In dieser Arbeit wurde AIF aus Hydra isoliert 
und bioinformatisch analysiert. Ein N-terminales mitochondriales Sortierungssignal 
wurde identifi ziert. AIF-EGFP Fusionsproteine wurden in Hydra exprimiert. 
Transformierte Zellen zeigten eine Colokalisation des Fusionsproteins mit einem 
mitochondrialen Marker. 
Aus Hydra konnten drei Caspasen HyCasp A, HyCasp 3B und HyCasp 3C isoliert 
werden. Alle drei Gene werden in Hydra vulgaris exprimiert. HyCasp 3B und HyCasp 
3C sind auf Proteinebene zu 88 % und auf DNA zu 94 % identisch, unterscheiden 
sich aber stark von HyCasp A. 
Keine der drei Caspasen enthält in der Prodomäne eine erkennbare DED- oder 
CARD-Domäne, was auf Effektor-Caspasen hindeutet. 
Dennoch besitzt HyCasp A bei Expression in E.coli die Fähigkeit zur 
Autoprozessierung wie sie für Initiator-Caspasen kennzeichnend ist. HyCasp 3B 
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und HyCasp 3C können sich, wie es für Effektor-Caspasen charakteristisch ist, nicht 
autoprozessieren
Eine detaillierte Stammbaumanalyse bestätigt die Zugehörigkeit von HyCasp 
3B und HyCasp 3C zu den Effektor-Caspasen. HyCasp A lässt sich in keine der 
Caspase Gruppen einordnen und scheint vielmehr eine evolutionär sehr alte 
Caspase zu sein. Der Stammbaum zeigt auch, dass nur die Effektor-Caspasen und 
ICE-Caspasen monophyletischen Ursprungs sind. 
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5. Material und Methoden
5.1. Material
5.1.1. Bakterien- und Phagenstämme
E.coli:
SOLR      Stratagene
Top 10      Invitrogen
XL-1 Blue     Stratagene
XL-1 Blue MRF’     Stratagene
Phagen:
ExAssist Helferphage    Stratagene
cDNA Bank: Hydra cDNA in λZAP II Stratagene
5.1.2. Plasmide
Name:     Herkunft:
hoT G      Jan Lohman (Lohman, 1999)
pBlueskript II SK (-)    Stratagene 
PCR2.1TOPO    Invitrogene
pTrcHis 2C     Invitrogene
5.1.3. Antikörper
Anti-DIG-AP monoklonaler Anti-DIG Antikörper konjugiert mit 
alkalischer Phosphatase (Roche); eingesetzte 
Verdünnung: 1:5000;
Anti-Maus polyklonaler Ziege Antikörper konjugiert mit 
Meerrettich-Peroxidase (Amersham); eingesetzte 
Verdünnung: 1:3000;
Anti-myc monoklonaler Maus Antikörper (Invitrogene); 
eingesetzte Verdünnung: 1:5000;
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5.1.4. Enzyme
Alle Restriktionsenzyme wurden von der Firma New England Biolabs bezogen.
Klenow DNA-Polymerase   Pharmacia
Lysozym   Sigma
RNase A   Sigma
Shrimp Alkaline Phosphatase   USB
Taq DNA-Polymerase   Peqlab
T4 DNA-Ligase   Gibco BRL
5.1.5. Kits
TOPO-TA-Cloning Kit   Invitrogen
Plasmid Miniprep Kit   Peqlab 
First-Strand cDNA Synthesis Kit    Pharmacia
T7-Sequencing Kit   Pharmacia
QIAGEN Plasmid Maxi, Mega und Giga Kit Qiagen
QIAquick Gel Extraction Kit   Qiagen
QIAquick-PCR-Purifi cation Kit   Qiagen
QIAquick Nucleotide Removal Kit  Qiagen
RNeasy Mini Kit     Qiagen
RNase-Free DNase Set    Qiagen
Annexin-V-FLUOS Staining Kit   Roche
DIG-DNA Labelling and Detection Kit  Roche
Quick Change Site directed Mutagenesis Kit Stratagene
Prime-It II Random Primer Labeling Kit  Stratagene
5.1.6. Radiochemikalien
α−[32P]-dATP     Amersham
α−[33P]-dATP     Amersham
5.1.7. Marker
DNA-Marker  LadderMix   MBI-Fermentas
RNA-Marker  0,24–9,5 kb RNA Ladder Invitrogene
Protein–Marker Broad Range  Bio-Rad
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5.1.8. Primer
Alle Primer wurden von der Firma MWG-Biotech synthetisiert.
Name   int. Laborbezeichnung Sequenz
aif1-20      ATGATTCGACTTTGGAAATC
aif1768-1791rev     AGAGTTCGGATGCAAATGAAAAAG
C245’    Casp245’ TGCAGGGGAACAAAATAC
C243’    Casp243’  CCAGGAACCAAGTTTTTG
C365’    Casp365’  GGAAAAAGATGATATCAG
C363’    Casp363’ CCAGGAACCTTTTACTG
Casp3B5’   24-5’ Anfang ATGAATGAGGATGGGGTTTC
Casp3B3’   24-3’ Ende  CGGATTCCATAGGTTCATCATAT
B5’    Mihai-24-5’ TACCCAAAGCAAGCCTG
B3’    Mihai-24-3’ GTATTCATGCTTATTAG
C5’    Bea-24-5’ TACCCAAATCAGTTCG
C3’    Bea-24-3’ GTCATCATGCCGACC
Primer für das Anfügen von Restriktionsschnittstellen:
Name   int. Laborbezeichnung Sequenz
HyCasp A NcoI 5’  Exp36 5’  GTAATACCATGGCAATGTCTAA
TGTTAATATTTATG
HyCasp A NcoI 3’  Exp36 3’  CATAGAATTCAAAATCACCTTT
AATTAGTAAC
HyCasp 3B NcoI 5’  Exp24 5’  GTAATACCATGGCAATGAAT 
GAGGATGGGGTTTC
HyCasp 3B NcoI 3’ Exp24 3’  CATAGAATTCTACGGATTCC
ATAGGTTCATC
Anfügen von NcoI Schnittstellen für die Klonierung der Caspasen in den 
Expressionsvektor pTrcHis2-C.
AIFSmaI5’      CTACCCGGGATGATTCGAC
TTTGGAAATC
AIFSmaI3’      TATCCCGGGAGAGTTCGGA
TGCAAATGAAAAAG
Anfügen von SmaI Schnittstellen für die Klonierung von AIF in den Vektor 
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HyEGFP.
PSR SmaI 5’  RPS SmaI 5’  GTACCCGGGATGGATAAACG
AACAGATGATGC
PSR SmaI 3’  RPS SmaI 3’  GATCCCGGGTTCAACTGCAT
       CAACTTTGCG
PSR EcoRI 5’ RPS EcoRI 5’  GTCGAATTCATGGATAAACG
       AACAGATGATGC
PSR EcoRI 3’ RPS EcoRI 3’  GATGAATTCTCATTCAACTG
CATCAACTTT GCG
Anfügen von SmaI  bzw. EcoRI Schnittstellen für die Klonierung von PSR in den 
Vektor HyEGFP.
Degenerierte Primer:
Name   int. Laborbezeichnung Sequenz
CP1       TNYTNWSNCAYGGNGA
CP2       RTNCARGCNTGYMRNGG
CP3       CCNYKRCANGCYTGNA
CP4       TGNATRWACCANSWNCC
Aif1.2for      CCWTAYATGAGRCCWCC
Aif4rev      GTCATRTTYTCWCCWGC
PSR2    RPSC2  AARATGAARATGAARTAYTA
PSR3Arev   RPSC 3Arev  RAACCANGTDATNCCYTCRTC
PSR5rev   RPSC 5rev NACNACRTGCCACCANCC
Mutagenese Primer:
Name     Sequenz
36 mut sense   CCTAAAGTTTTTATTGTACAGGCATCCAGAGG
     GGAAAAAGATG
36 mut antisense   CATCTTTTTCCCCTCTGGATGCCTGTACAATA
  AAACTTTAGG
Primer für die Mutation des aktiven Zentrums der Caspase: HyCasp A-C211S.
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24 mut sense   CCAAAATTATTTTTAATTCAAGCATCTCGAGG
     AACAGAATACATGG
24mut antisense   CCATGTATTCTGTTCCTCGAGATGCTTGAATT
     AAAAATAATTTTGG
Primer für die Mutation des aktiven Zentrums der Casapse: HyCasp 3B-C201S.
HotGFP mut sense   GGCCAACACTTGTCACTACTTTCTGTTATGGT
  GTTCAATGC   
HotGFP mut antisense  GCATTGAACACCATAACAGAAAGTAGTGACA
     AGTGTTGGCC
Primer für die Modifi kation des Plasmid hoT G: GFP-S65C; Mutagenese von GFP 
zu EGFP.
HotEcoRI sense   GGCATGGATGAACTATACAAAATAGCATTCGT
     AGAATTC
HotEcoRI antisense  GAATTCTACGAATGCTATTTTGTATAGTTCATC
     CATGCC
Primer für die Modifi kation des Plasmid hoT G: Generierung der EcoRI 
Schnittstelle.
HotSmaI sense   GTTGCCGCCCTCGCTGCAGCACCCGGGGAA
     AAATGAGTAAAGGAGAAG
HotSmaI antisense   CTTCTCCTTTACTCATTTTTTCCCCGGGTGC
     TGCAGCGAGGGCGGCAAC
Primer für die Modifi kation des Plasmid hoT G: Generierung der SmaI 
Schnittstelle.
PSR ΔNLS1 sense   GGATCCTATG GGGAGCATCC ACTCCTTGAT 
 GATTATCATC CTCC
PSR ΔNLS1 antisense  GGAGGATGAT AATCATCAAG GAGTGGATGC
 TCCCCATAGG ATCC 
PSR ΔNLS2 sense   CTCTTTAAAT ATGCGGGTGA ACCGCCATAC
 AGATGGATTG TTATTG
PSR ΔNLS2 antisense  CAATAACAAT CCATCTGTAT GGCGGTTCAC
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 CCGCATATTT AAAGAG
PSR ΔNLS3 sense   CCAGAGCAAA GTGAATCCGT TGATGCAGTT 
 GAATG
PSR ΔNLS3 antisense  CATTCAACTG CATCAACGGA TTCACTTTGC
 TCTGG
Primer für die Generierung der NLS-Deletionsmutanten von PSR.
5.1.9. nicht-radioktive Nukleotide
DIG-DNA–Labeling-Mix  Roche
dNTP-Mix    Peqlab
5.1.10. Fluorochrome
Name    Markierung von:  Hersteller:
FM4-64   Plasmamembran  Molecular Probes
MitoTracker Red580 Mitochondrien  Molecular Probes
SYTO15   Zellkern   Molecular Probes
TO-PRO3   Zellkern   Molecular Probes
5.1.11. Medien
Dissoziationsmedium 3,6 mM KCl; 6 mM CaCl
2
; 1,1 mM MgSO
4
; 6 mM 
Natriumcitrat; 6 mM Natriumpyrovat; 6 mM Glucose; 
12,5 mM TES; 50 mg/ml Rifampicin pH 6,9;
Hydramedium 1 mM CaCl
2
; 0,1 mM MgCl
2
; 0,1 mM KCl; 1 mM 
NaH
2
CO
3
; pH 7,6;
LB-Medium 10 g NaCl; 5 g Hefeextrakt; 10 g Bacto-Trypton; ad 1l 
mit ddH
2
O; pH 7 mit 5N NaOH einstellen;
LB-Amp-Medium  LB-Medium mit 100 µg/ml Ampicillin;
LB-MgM-Medium  LB-Medium mit 10 mM MgSO
4
 und 0,2% Maltose
LB-Agar   LB-Medium mit 1,5 % Bacto-Agar;
NZY-Medium  5 g NaCl, 2 g MgSO
4
x7H
2
O; 5 g Hefeextrakt; 10 g  
Casein-Hydrolysat; ad 1l mit ddH
2
O; pH 7 mit 5N NaOH 
einstellen;
NZY-Agar NZY-Medium mit 1,5 % Bacto-Agar
NZY-Topagar NZY-Medium mit 0,7 % Bacto-Agar
SOC-Medium 10 mM NaCl; 2,5 mM KCl; 2 % Bacto-Trypton; 0,5 % 
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Hefeextrakt; 10 mM MgCl
2
; 10 mM MgSO
4
; 20 mM 
Glucose;
5.1.12. Chemikalien
Acrylamid-Bisacrylamid (19:1) Bio-Rad
Acrylamid-Bisacrylamid (29:1) Bio-Rad
Agarose Peqlab
Ammoniumacetat Sigma
Ampicillin Roth
APS Merck
Bacto-Agar Difco
Bacto-Trypton Roth
Blockreagenz Roche
β-Mercaptoethanol Roth
BCIP Sigma
Borsäure Roth
Bromphenolblau Merck
BSA Sigma
Calciumchlorid Roth
Casein-Hydrolysat Roth
CHAPS Sigma
Colchizin Merck
Coomassie-Blau Merck
Dimethylformamid Sigma
Dimethylsulfoxid Sigma
Di-Natriumhydrogenphosphat Merck
EDTA Sigma
Essigsäure Roth
Ethanol Roth
Ethidiumbromid Sigma
Gelatine Sigma
Glucose Roth
Glycerin Serva
Harnstoff Roth
Hefeextract Difco
Hepes Sigma
IPTG Sigma
Isopropanol Roth
Kanamycin Sigma
Kaliumacetat Sigma
Kaliumchlorid Merck
LMP-Agarose Bio-Rad
Magnesiumacetat Sigma
Magnesiumchlorid Fluka
Magnesiumsulfat Roth
Manganchlorid Roth
Mannitol Sigma
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Methanol Roth
MOPS Fluka
Natriumacetat Roth
Natriumchlorid Roth
Natriumcitrat Roth
Natriumdihydrogencarbonat Merck
Natriumdihydrogenphosphat Merck
Natriumhydroxid-Plätzchen Merck
Natriumpyrovat Sigma
NBT Sigma
NLS Sigma
NZY-broth Gibco BRL
Paraformaldehyd Merck
Pronase Sigma
Rubidiumchlorid Fluka
Saccharose Roth
Salzsäure Roth
Sodiumdodecylsulphat Roth
Succinat Sigma
TEMED Merck
TES Sigma
Tetrazyclin Roth
Tris-Base Sigma
Tween 20 Merck
X-Gal Roth
5.1.13. Software
- iPSORT zur Detektion N-terminaler Signalsequenzen in Proteinen und PSORTII 
zur Bestimmung der Lokalisation von Proteinen in einer Zelle.
(http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp)
- PredictProtein: Sequenzanalyse und Strukturanalyse von Proteinen.
(http://www.cbi.pku.edu.cn/mirror/predictprotein)
- NCBI-Blast: Identifi zierung von Proteindomänen und Homologierecherche.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast)
- Codon Usage: Analyse des Codon-Gebrauchs.
(http://www.gcua.de/)
- GeneJockeyII: Bearbeitung von DNA- und Proteinsequenzen.
- SeqPub: Bearbeitung von DNA- und Proteinsequenzen
- CLUSTALX: Erstellen von Sequenzalignments.
- Consense (Bestandteil des phylip 3.6 Programmpaket): Berechnung eines 
Consensus-Stammbaum
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- TreeEdit: Editieren von Stammbäumen
- TREE-PUZZLE 5.0: Programm zur Rekonstruktion von Stammbäumen.
- BBEdit Lite 6.1: Texteditor zur Bearbeitung der TREE-PUZZLE outfi les
5.1.14. Geräte und sonstige Materialien
Membranen
Biodyne B 0,45 µm    Pall
Hybon N+-Nylonmembran    Amersham
Protran Nitrocellulose Membran   Schleicher&Schuell
Geräte
F2000 Fluoreszenz Spectrophotometer  Hitachi
GeneQuant    Pharmacia 
Helios Gene Gun System    Bio-Rad
„home-made“ Partikel-Gun   Botanisches Institut, LMU
Mini-PROTEAN II Cell    Bio-Rad
Oscilloscope HM312    Hameg
Spannungsgenerator    Hugo Sachs Elektronics
Szintillationszähler    Beckmann
Trans-Blot Semi-Dry Transfer Cell  Bio-Rad
UV-Crosslinker    Stratagene
Mikroskope
Fluoreszenzmikroskop Dialux 20 EB  Leitz
TCS SP confocal laser scanning mikroskope Leica
PCR-Maschinen
Cyclon Gradient     Peqlab
Robocycler Gradient 96 Temperature Cycler Stratagene
Sonstige Materialien
BioMax MS-Filme    Kodak
BlueSlick      Serva
Parafi lm M      American National Can
Vectashield      Alexis Biochemicals
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5.1.15. Lösungen und Puffer
Blockpuffer (Westernblot) 5% BSA in TBS-T
Coomasie-Entfärber 10%  Essigsäure; 40%  Methanol
Coomassie-Färbelösung 0,25% Comassi; 10% Essigsäure; 40% Methanol
Coomassie-Gelfi xierer 10% Methanol; 3% Glycerin
5xDNA-Auftragspuffer 10 mM EDTA pH 8,0; 50% Glycerin; 0,1% SDS; 
0,025% Bromphenolblau; 0,025% Xylencyanol
Ethidiumbromidlösung 1µg/ml in TAE
Färbelösung   3,5 µl BCIP und 4,5 µl NBT/ml Reaktionspuffer
Lysispuffer   10 mM Tris/HCl pH 8,0; 1 mM EDTA; 15% Saccharose; 
    2 mg/ml Lysozym; 0,2 mg/ml RNase A; 0,1 mg/ml BSA
2xProtein-Auftragspuffer 40 µl 500 mM EDTA; 1 ml β-Mercaptoethanol; 2 ml 
Glycerin; 4 ml 10% SDS; 1,25 ml 1M Tris-HCl pH 6,8; 
ad 10 ml mit H
2
O
Reaktionspuffer  0,1 M NaCl; 50 mM MgCl
2
; 0,1 M Tris-HCl  pH 9,5 
RNA-Auftragspuffer 3 g Glycerin; 1,2 ml 10% SDS; 330 µl 1M NaH
2
PO
4
; 
270µl Na
2
HPO
4
; 25 µl 10mg/ml Ethidiumbromid; ad 10 
ml mit H
2
O
RNA-Laufpuffer 10  mM NaPO
4
 pH 6,8
RNA-Transferpuffer 10 mM Na
2
HPO
4
 pH 9,3
SDS-PAGE Laufpuffer 250 mM Tris/HCl pH 8,3; 1,9 M Glycin; 1% (w/v) SDS
SDS-Sammelgel (4%) 3,17 ml H
2
0; 1,25 ml 0,5 M Tris-HCl pH 6,8; 50 µl 
10%SDS; 0,5 ml Acrylamid/Bis (40% Stock); 25 µl 10% 
APS; 5 µl TEMED; ergibt 5 ml Sammelgel, ausreichend 
für  2 Gele.
SDS-Trenngel (12%) 4,35 ml H
2
0; 2,5 ml 1,5 M Tris-HCl pH 8,8; 100 µl 
10%SDS; 3 ml Acrylamid/Bis (40% Stock); 50 µl 10% 
APS; 5 µl TEMED; ergibt 10 ml Trenngel, ausreichend 
für  2 Gele.
Sequenz-Ladepuffer 98% Formamid; 10mM EDTA ph 8,0; 
    0,025% Bromphenolblau; 0,025% Xylencyanol 
TAE     40 mM Tris/Acetat pH 8,3; 1 mM EDTA
TBE    89 mM Borsäure; 10 mM EDTA; 0,1 M Tris-HCl pH 8,3
TBS    150 mM NaCl; 10 mM Tris-HCl pH 8,0
TBS-T   0,05% Tween 20 in TBS
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TE    10mMTris-HCl ph 7,5; 1mM EDTA
TfbI  30 mM Kaliumacetat; 100 mM RbCl; 10 mM CaCl
2
;   
15% Glycerin; 50 mM MnCl
2
; pH mit 0,2 M Essigsäure  
auf 5,8 eingestellt.
TfbII 10 mM MOPS; 75 mM CaCl
2
; 10 mM RbCl; 15% 
Glycerin; pH mit KOH auf 6,5 eingestellt. 
Transferpuffer (Western) 150 mM Glycin; 25 mM Tris; 20 % Methanol
Lösungen für das Screenen einer Genbank
Denaturierungslösung 0,5 M NaOH; 1,5 M NaCl
Neutralisierungslösung 1,5 M NaCl; 1 M Tris-HCl pH 7,5
20x SSC   3 M NaCl; 0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0
Hochsalz-Waschlösung 2x SSC; 0,1 % SDS
Niedrigsalz-Waschlösung 0,1x SSC; 0,1 % SDS
BlockpufferA   5x SSC; 0,1% NLS; 0,02 % SDS; 1 % Blockreagenz
Hybridisierungslösung Blockpuffer mit ca. 50 ng/ml DIG-markierter Sonde. Der 
Agaroseblock mit der aus dem LMP-Gel ausgestochenen 
Sonde wurde bei 60°C geschmolzen und dann zum 
BlockpufferA gegeben.
TBS    150 mM NaCl; 100 mM Tris/HCl pH 7,5
BlockpufferB   TBS mit 1 % Blockreagenz
Antikörperlösung  Antikörper 1:5000 in BlockpufferB verdünnt  
BCIP    50 mg/ml in 100% DMF
NBT    75 mg/ml in 70 % DMF
Reaktionspuffer  0,1 M NaCl; 50 mM MgCl
2
; 0,1 M Tris-HCl  pH 9,5 
Färbelösung   3,5 µl BCIP und 4,5 µl NBT/ml Reaktionspuffer
TE    1 mM EDTA; 10 mM Tris-HCl pH 8,0
SM-Puffer 0,01% Gelatine; 100 mM NaCl; 8 mM MgSO
4
; 50 mM Tris-
HCl pH 7,5
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5.2. DNA Methoden
5.2.1. Präparation von Plamid DNA
Präparation von Plasmid DNA im kleinen Maßstab (Miniprep-Kit und Easyprep)
Für die Isolierung kleiner Mengen Plasmid DNA wurde ein Bakterienklon gepickt 
und in 3 ml LB-Medium mit geeignetem  Antibiotikum ÜN bei 37°C inkubiert. Die 
Präparation erfolgte aus 1,5 ml der Kultur entweder mit dem Plamid Miniprep Kit 
der Firma Peqlab wenn, etwa für eine Sequenzierung, sehr saubere Plasmid DNA 
benötigt wurde, oder es kam die von Berghammer beschriebene “Easyprep“-
Methode (Berghammer and Auer, 1993) zur Anwendung, die schneller und einfacher 
durchzuführen ist, dafür aber nicht so saubere Plasmid-DNA liefert.
1,5 ml einer stationären Bakterienkultur wurde in einer Tischzentrifuge 1 min bei 
14000 g zentrifugiert und der Überstand verworfen. Die Zellen wurden in 40 µl 
Lysispuffer resuspendiert und 3 min bei RT inkubiert. Danach wurde die Suspension 
60 s gekocht und sofort für weitere 60 s auf Eis gestellt. Nach 10 min zentrifugiern  bei 
14000 g bildeten Zelldebris und genomische DNA zusammen mit dem präzipitiertem 
BSA ein stabiles Pellet. Die Plasmide befanden sich im Überstand. Ohne weitere 
Aufreinigung konnten 2-5 µl des Überstands für eine Restriktionsspaltung oder 1 µl 
einer 1:100 Verdünnung für eine PCR eingesetzt werden. Die Ausbeute betrug ca. 
2 µg DNA/ml Bakterien Kultur. 
Präparation von Plasmid DNA im großen Maßstab (Maxi- Mega- und Giga-Kit)
Wurden größere Mengen an Plasmid DNA benötigt, kamen die Qiagen Plamid 
Maxi- Mega- oder Giga-Kit zum Einsatz. Ebenso wie der Miniprep Kit beruhen sie 
auf einer alkalischen Lyse von Bakterienzellen bei der die lineare chromosomale 
DNA irreversibel denaturiert und zusammen mit Proteinen präzipitiert. Die 
Plasmid DNA renaturiert bei neutralen pH und wird unter Hochsalzbedingungen 
an eine Silikagel-Membran gebunden, mehrmals gewaschen und zum Schluß 
unter Niedrigsalzbedingungen eluiert. Die drei Kits unterscheiden sich nur in der 
maximalen Kapazität und wurden nach Protokoll des Herstellers verwendet. 
Kit  Kulturvolumen Elutionsvolumen Ausbeute Plasmid DNA
Maxi  100 ml  100 µl   200 – 400 µg
Mega  500 ml  500 µl   1,5 –2,5 mg 
Giga  2,5 l   2 ml    7,5 –10 mg
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5.2.2. DNA und RNA Konzentrationsbestimmung
Die Konzentrationsbestimmung  von DNA und RNA Lösungen erfolgte im GeneQuant 
Photometer bei 260 nm und 280 nm. Eine Extinction OD
260
 von 1,0 entspricht dabei 
50 µg/ml DNA oder 40 µg/ml RNA. Der Quotient OD
260
/OD
280
 ist ein Mass für die 
Reinheit der Probe und sollte für DNA und RNA einen Wert um 1,8 haben.
5.2.3. Restriktionsverdau von DNA
Der Restriktionsverdau von DNA erfolgte mit 3 U Enzym /µg DNA bei den von dem 
Hersteller angegeben Bedingungen für 2 h. Die Fragmente wurden anschließend 
über ein Agarosegel aufgetrennt und aus dem Gel mittels des QIAquick-Gel-Extraction 
Kit isoliert.
5.2.4. Agarose Gelelektrophorese
Mittels Gelelektrophorese wurden DNA-Fragmente unterschiedlicher Größe 
aufgetrennt. Auf je 5 µl Proben-Volumen wurde 1 µl DNA Auftragspuffer zugegeben 
und die Probe auf ein Agarosegel aufgetragen. Je nach Größe der DNA Fragmente 
wurde eine Agarosekonzentration von 0,5 % bis 2,0 % verwendet. Die Elektrophorese 
erfolgte bei einer Spannung von 5 V/cm in TAE. DNA Banden wurden durch Färben 
mit Ethidiumbromid sichtbar gemacht. Die Größe der DNA-Banden wurden unter 
UV-Licht anhand eines mitaufgetrennten DNA-Längenstandard bestimmt und das 
Agarosegel fotografi ert.
5.2.5. Reinigung von DNA Fragmenten
Für die Reinigung von DNA aus Reaktionsgemischen kamen zwei Methoden zur 
Anwendung. 
Isolierung aus Agarosegelen
Die Aufreinigung über ein Agarosegel liefert sehr saubere DNA. Nach der 
Größenauftrennung der DNA mittels Agarosegelelektrophorese wurde die 
gewünschte DNA Bande aus dem Gel ausgeschnitten. Die DNA sollte dabei 
möglichst kurz dem UV-Licht ausgesetzt werden, da ansonsten die DNA geschädigt 
werden kann. Die Isolierung aus dem Gelstückchen erfolgte mittels des „QIAquick 
Gel Extraction Kit“ genau nach Angaben des Herstellers.
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Direkte Reinigung der DNA
Zur schnellen Reinigung von DNA nach PCR oder Restriktionsreaktionen sowie zur 
Abtrennung nicht eingebauter Nukleotide bei einer radioaktiven Markierung, kamen 
der „QIAquick PCR Purifi kation Kit“ oder der „QIAquick Nucleotide Removal Kit“ zum 
Einsatz. Beide von Qiagen hergestellten Kits unterscheiden sich nur in ihrer unteren 
Ausschlußgrenze. Der „QIAquick Nucleotide Removal Kit“ trennt Oligonukleotide 
die  kürzer als 17 Basen sind ab, für den „QIAquick PCR Purifi kation Kit“ liegt diese 
Grenze bei 40 Basen. Beide Kits wurden nach den vom Hersteller angegeben 
Protokoll eingesetzt
5.2.6. Ligation von DNA
„Klassische Ligation“
Für die Ligation von DNA Fragmenten wurden linearisierte Plasmid DNA und Insert-
DNA in einem molaren Verhältnis von 3:1 bis 9:1 eingesetzt. 50 ng Plasmid-DNA 
und die entsprechende Menge Insert-DNA wurden mit 1 U T4-Ligase und dem 
entsprechendem Ligationspuffer in einem möglichst kleinem Gesamtvolumen bei 
16°C über Nacht inkubiert. Um eine Rezirkularisierung des linearisierten Plasmids 
zu verhindern wurde das Plasmid, wenn es die Klonierungsstrategie ermöglichte, 
mit zwei unterschiedlichen Restriktionsenzymen, die inkompatible Überhänge 
erzeugten, geschnitten. Wurde das Plasmid nur mit einem Restriktionsenzymen 
linearisiert, erfolgte eine Dephosphorylierung der 5’-Enden. Dazu wurden 50 ng 
Plasmid-DNA mit 1U „Shrimps Alkalischer Phosphatase“ im dazugehörigem Puffer 
1h bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde das Enzym durch Erhitzen auf 65°C für 
15 min inaktiviert.
Ligation mit dem  „TOPO TA Clonig Kit“
Für die Klonierung von, mittels Taq Polymerase amplifi zierter, PCR-Produkten 
wurde der  „TOPO TA Cloning Kit“ eingesetzt. Je 2 µl PCR Produkt wurden nach 
Protokoll des Herstellers in den Vektor pCR2.1-TOPO kloniert.
5.2.7. Transformation von DNA in E.coli
Herstellung chemisch kompetenter Bakterien
Für die Herstellung chemisch kompetenter Bakterien wurden Zellen des E.coli 
Stammes Top 10 verwendet. Ein Einzelklon wurde in 2 ml LB-Medium angeimpft 
und über Nacht bei 37°C unter Schütteln inkubiert. 1 ml dieser Kultur wurden 
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anschließend in 400 ml Medium verdünnt und weiter inkubiert, bis sich eine OD
550
von ca. 0,5 ergibt, was der exponentiellen Wachstumsphase der Kultur entspricht. 
Nach 5 min auf Eis wurden die Bakterien für 5 min mit 6000 rpm bei 4°C pelletiert, in 
40 ml gekühltem TFB I-Puffer resuspendiert und für 5 min wieder auf Eis inkubiert. 
Dann wurden die Bakterien erneut pelletiert und in 4 ml TFB II-Puffer aufgenommen. 
Nach weiteren 15 min auf Eis konnten die Bakterien in 100 µl Aliquots in vorgekühlte 
sterile Eppendorf-Reaktionsgefäße überführt, in fl üssigem Stickstoff schockgefroren 
und bei -80°C gelagert werden.
Transformation
Transformationskompetente Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und je 100 µl der 
Bakteriensuspension mit 5 µl Ligationsansatz versetzt. Nach 10 min Inkubation auf 
Eis erfolgte für genau 90 s ein Hitzeschock bei 42 °C und anschließend eine erneute 
Inkubation auf Eis von 1 min. Dann wurden die Bakterien in 800 µl LB-Medium für 
60 min bei 37°C geschüttelt. Anschließend wurden 10 µl und 100 µl der Kultur auf 
LB-Ampicillin-Platten ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert. 
5.2.8. PCR
Mit Hilfe der Polymerasen-Kettenreaktion ist, von zwei Oligonukleotidprimern 
ausgehend, die spezifi sche enzymatische Amplifi kation von DNA möglich (Saiki et 
al., 1985; Mullis and Fallona, 1987). 
Standard-PCR 
Eine Standard-PCR hatte folgenden Ansatz:
1-10 ng Template-DNA, 5 µl 10xPCR Puffer (komplett), 1 µl Nukleotid-Mix (je 10 
µM), je 5 µl Primer (5 µM), 0,1 µl Taq-Polymerase (5U/µl) auf ein Gesamtvolumen 
von 50 µl mit H
2
O aufgefüllt.
Die Standard-PCR wurden in dem Stratagene Robocycler mit folgenden Parametern 
durchgeführt: 
Vollständige Denaturierung der Template-DNA für 3 min bei 95°C. Danach 25 bis 
30 Zyklen mit folgenden Schritten: Denaturierung für 30 s bei 95°C, Hybridisierung 
der Primer bei einer Temperatur von 3-5°C unterhalb der niedrigsten theoretischen 
„Schmelztemperatur“ der verwendeten Primer (meist 50°C–60°C) und Elongation 
bei 72°C für 1 bis 3 min je nach Länge des zu amplifi zierenden Fragmentes (als 
Faustregel galt 1 min/1kb). Als letzter Schritt erfolgte eine Elongation für 5min bei 
72°C, um alle DNA Stränge fertigzustellen.
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Diese Standard –PCR wurde für folgende drei Fälle modifi ziert:
1. Wenn λ-DNA als Template in einer PCR eingesetzt wurde, verlängerte sich die 
erste Denaturierung auf 10 min. 
2. Sollte eine DIG-markiert DNA-Sonde erzeugt werden, wurde der Nukleotid-Mix 
durch 5 µl DIG-NTP-Mix aus dem DIG-DNA-Labelling Kit ersetzt und die eingesetzte 
Menge an Taq-Polymerase verdoppelt. Nach der PCR wurde die Reaktion über ein 
LMP-Agarosegel aufgereinigt.
3. Wenn mit den verwendeten Primern neue Schnittstellen an den Enden 
des amplifi zierten DNA-Fragments generiert werden sollten, gab es nach der 
ersten Denaturierung folgende Änderung: Für fünf Zyklen wurde zunächst 
eine Annealingtemperatur 10°C unterhalb der niedrigsten theoretischen 
„Schmelztemperatur“ der zwei Primer verwendet. Für die letzten 20 bis 25 Zyklen 
wurde diese Annealingtemperatur dann um 5°C erhöht.
„Touchdown“ PCR
„Touchdown“ PCR  (Don et al., 1991) ist eine PCR Methode mit der das Risiko 
minimiert wird, dass degenerierte Primer unspezifi sche Sequenzen amplifi zieren.
Die „Touchdown“ PCR beginnt in den ersten Zyklen mit hohen Annealingtemperaturen. 
In jedem weiteren Zyklus wird die Annealingtemperatur schrittweise gesenkt. Da die 
Primer zum erstenmal bei der höchsten Temperatur, bei denen sie überhaupt an die 
Template-DNA binden können, binden werden, ist die erste Sequenz die amplifi ziert 
wird, die mit der höchsten Primerspezifi tät. Diese wird höchstwahrscheinlich die 
gesuchte Sequenz sein. Dieses Fragment wird auch während der folgenden Zyklen 
mit niedrigerer Annealingtemperaturen amplifi ziert werden und unspezifi sche 
Fragment die bei diesen niedrigeren Temperaturen auch gebunden werden können 
verdrängen.
Die „Touchdown“ PCR wurde bei der Amplifi kation von AIF und PSR mittels 
degenerierter aus  cDNA eingesetzt.
Der PCR Ansatz entsprach der Standard-PCR, nur die Menge an Taq-Polymerase 
wurde verdoppelt und cDNA wurde als Template-DNA eingesetzt. Die „Touchdown“ 
PCR wurden in dem Cyclon Gradient Cycler der Firma Peqlab mit folgenden 
Parametern durchgeführt:
Vollständige Denaturierung der Template-DNA für 3 min bei 95°C. Danach 20 Zyklen 
mit folgenden Schritten: Denaturierung für 30 s bei 94°C, Hybridisierung bei einer 
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Annealingtemperatur von  64°C für 1 min und Elongation bei 72°C für 70 s. Nach 
jedem Zyklus wurde die Annealingtemperatur um 1°C gesenkt. 
Nach diesen 20 Zyklen erfolgten weitere 30 Zyklen bei einer Annealingtemperatur 
von 45°C. Während dieser Zyklen wurden alle Parameter bis auf die Dauer des 
Elongationsschrittes konstant gehalten. Die Elongationszeit wurde in jedem Zyklus 
um 2 s verlängert, um der mit zunehmender Zykluszahl abnehmenden Aktivität 
der Taq-Polymerase Rechnung zu tragen (Aus diesem Grund wurde auch die 
Denaturierungstemperatur um 1°C gesenkt). 
Als letzter Schritt erfolgte eine Elongation für 5min bei 72°C, um alle DNA Stränge 
fertigzustellen.
5.2.9. Mutagenese 
Die Mutationen in dem Plasmid hoT G, die Deletionen der verschiedenen NLS in 
PSR und die Mutationen von HyCasp A und HyCasp 3B wurden mit dem „Quick 
Change Site directed Mutagenesis Kit“ der Firma Stratagene generiert.
5.2.10. Sequenzanalyse
Die Sequenzierung von Plasmid-DNA, insbesondere aller publizierten DNA-
Sequenzen, erfolgte durch die Firma TopLab in Martinsried. 
Vereinzelt wurde auch noch nach der Didesoxymethode (Sanger et al., 1977) unter 
Verwendung des „T7 Sequencing Kit“ sequenziert:
Zur Vorbereitung der Primer Hybridisierung wurde 2 µg Plasmid-DNA in 32 µl 
TE-Puffer aufgenommen und durch Zugabe von 8µl 2M NaOH für 10 min bei RT 
denaturiert. Nach Zugabe von 7 µl 3M Natriumacetat (pH 5,2) und 4 µl H
2
O wurde 
die DNA mit 120 µl Ethanol gefällt. Die präzipitierte DNA wurde mit 70% Ethanol 
gewaschen und getrocknet. Die getrocknete DNA wurde in 10 µl H
2
O gelöst. Nach 
Zugabe von 2 µl Hybridisierungspuffer und 10 pmol Sequenzierprimer wurde die DNA 
für 10 min bei 37°C und danach weitere 10 min bei RT inkubiert. Die Markierungs- 
und Terminationsreaktion wurde unter Verwendung des „T7 Sequencing Kit“ nach 
Angaben des Herstellers und unter Verwendung von α-[33P]-dATP durchgeführt. 
Nach Zugabe von Sequenzladepuffer wurden die Reaktionen für 5 min auf 95°C 
erhitzt und auf ein 4% denaturierendes Polyacrylamidgel aufgetragen. Hierfür 
kamen 0,4 mm dicken, 25x20 cm große Gele in vertikalen Gelapparaturen zum 
Einsatz. Um das Anheften des Gels an die Glasplatten zu verhindern wurde eine 
Platte alle vier Gelläufe mit BlueSlick behandelt. Die Gelmatrix bestand aus 4% 
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Acrylamid/Bisacrylamid (19:1) und 8 M Harnstoff in TBE. Ein halbstündiger Vorlauf 
bei 1500 V in TBE diente der Entfernung von APS und TEMED aus der Gelmatrix. 
Der eigentliche Gellauf erfolgte bei 60 W Die Gele wurden nach ihrem Transfer auf 
Whatman-Papier für 2h bei 80°C getrocknet und auf BioMax MS Filme exponiert.
5.2.11. Screenen einer λ-cDNA-Bibliothek von Hydra vulgaris
Wird ein dichter Bakterienrasen mit λ Phagen infi ziert, erzeugt jeder Phage, wenn 
er den lytischen Vermehrungszyklus einschlägt, ein “Loch“ im Bakterienrasen 
(=Plaque) das ausschließlich Klone eines einzelnen Phagen enthält.  Die 
Phagenkonzentration wird als Menge an “Plaque erzeugenden Einheiten“ pro µl 
(pfu/µl) angegeben. Jedes Phagenplaque enthält genügend, nicht in Phagenpartikel 
verpackte λ-DNA, die auf eine Membran transferiert (= Plaquelifting) (Benton et al., 
1977) und mittels einer Dig-markierten Sonde nachgewiesen werden kann. Das 
Durchmustern der λ-DNA-Bank erfolgte in 4 Schritten:
1. Plaquelifting
NZY-Top-Agar wurde in der Mikrowelle aufgeschmolzen und je 9 ml in 15 ml 
Falconröhrchen aliquotiert, die bis zum Gebrauch, aber mindestens 15 min, in ein 
50°C warmes Wasserbad gestellt wurden. 
0,6 ml präparierter Bakteriensuspension wurden mit der gewünschten Phagenmenge 
infi ziert und zur Adsorbtion der Phagen an die E.colis 15 min bei 37°C auf einem 
Schüttler bei 120 rpm inkubiert. Für eine konfl uente Lyse des Bakterienrasen 
wurden 50.000-100.000 pfU/Platte benötigt. 
Die mit den Phagen infi zierten Bakterien wurden zu dem NZY-Top-Agar gegeben, 
gut gemischt und auf vorgetrocknete (ca. 2h  bei 37°C)  NZY-Platten gegossen. 
Diese Platten wurden bei 37°C ÜN inkubiert.
Für die erste Durchmusterung wurde eine Phagenmenge der λ-DNA-Bank 
eingesetzt, mit der eine konfl uente Lyse des Bakterienrasens erreicht werden 
konnte. Die Platten wurden auf 4°C abgekühlt und dann eine Nylonmembran für 
1 min aufgelegt. Die Orientierung der Membran zur Platte wurde markiert. Die 
Membran wurde abgezogen, für 5 min auf ein mit Denaturierungslösung, dann 
weitere 5 min auf ein mit Neutralisierungslösung und zum Schluß 2 min auf ein mit 
2xSSC getränktes 3MM Whatmanpapier gelegt (Plaqueseite nach oben). 
Nach dem Trocknen der Membran wurde die DNA in einem Transilluminator durch 
UV Bestrahlung an die Nylonmembran fi xiert.
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II. Hybridisierung mit einer Dig-markierten DNA Sonde
Prähybridisierung: Je zwei Membranen wurden mit der “DNA-Seite“ nach außen 
in einem Beutel eingeschweißt und mit 20 ml BlockpufferA 1h bei 56°C im 
Wasserbadschüttler inkubiert, so daß eine unspezifi sche Bindung der Sonde an die 
Membran verhindert wurde.
Hybridisierung: Je 5 ml Hybridisierungslösung wurde 5 min gekocht und schnell 
gegen den BlockpufferA ausgetauscht. Die Hybridisierung erfolgte ÜN bei 56°C.
Am nächsten Tag wurden die Membranen zweimal 10 min mit Hochsalz-
Waschlösung bei RT und danach zweimal 30 min mit Niedrigsalz-Waschlösung bei 
56°C gewaschen.
III. NBT/BCIP Detektion
Der Nachweis der Dig-markierten Sonde erfolgte mittels der an einen Anti-
Digoxigenin Antikörper gekoppelten alkalischen Phosphatase. BCIP dient als 
Substrat der alkalischen Phosphatase und wird von ihr dephosphoryliert und 
oxidiert. Dies führt zur Reduktion von NBT und zusammen bildet sich ein violettes 
Präzipitat.
Die Membranen wurden kurz in TBS gewaschen und dann 1 h im BlockpufferB bei RT 
auf einem Taumelgerät inkubiert. Danach wurden die Membranen zu zweit, mit der 
DNA-Seite nach außen, mit 20 ml Antikörperlösung in einem Beutel eingeschweißt 
und 1 h wie oben inkubiert. Anschließend wurden die Membranen einmal kurz 
und zweimal 15 min in TBS gewaschen. 2 min lang wurden die Membranen dann 
in Reaktionspuffer äquilibriert, bevor die Farbreaktion in einem Beutel mit 10 ml 
Färbelösung  erfolgte. Die Farbreaktion war nach etwa 3h deutlich sichtbar und 
wurde durch 5 min Waschen mit TE beendet.
IV. Ausstechen der Phagenklone 
Plaques die ein Hybridisierungssignal lieferten wurden mit sterilen Spitzen 
ausgestochen, in 0,5 ml SM Puffer aufgenommen und ÜN bei RT auf einem Schüttler 
bei 120 rpm inkubiert. Nach Zugabe von 20 µl Chloroform wurde weitere 10 min 
geschüttelt, danach 2 min bei 14000 rpm in einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Der 
Überstand mit den Phagen wurde abgenommen.
Da in der ersten Screen-Runde aufgrund der konfl uenten Lyse noch keine 
Einzelklone ausgestochen werden konnten, wurden die Schritte I-IV noch ein bis 
zweimal wiederholt, bis Einzelklone ausgestochen werden konnten. Die Bakterien 
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wurden allerdings diesmal mit einem niedrigern Phagentiter infi ziert. 
Excision
In diesem Schritt erfolgt die in vivo Excision des pBlueskript-Phagmids inklusive 
Insert aus dem λ-ZAP II-Vektor aus Einzelklonen mittels ExAssist Helferphagen und 
die anschließende Transformation in den E. coli  Stamm SOLR. 
200 µl XL-1-Blue MRF´ in 10 mM MgSO
4
 wurden 250 µl der in SM-Puffer extrahierten 
Phagen und 1 µl Helferphagen pipettiert. Die Bakterien wurden unter gelegentlichem 
schütteln im Wasserbad für 15 min bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von 3 ml LB-
Medium erfolgte eine Inkubation für 3 h bei 37°C auf einem Schüttler bei 200 rpm. 
Anschließend wurden die Bakterien 15 min bei RT mit 2000g abzentrifugiert. Der 
Überstand mit den Phagen wurde in ein neues steriles Falcon überführt. Danach 
wurden die Phagen durch Erhitzen auf 70°C 15 min denaturiert. Nach 10 min 
Zentrifugation bei RT mit 4000g wurden 50 und 100µl des Überstands in ein steriles 
Eppendorftube zu 200 µl SOLR-Bakteriensuspension gegeben und 15 min bei 37°C 
inkubiert. Davon wurden 100 µl auf LB-Amp-Platten ausplattiert und ÜN bei 37°C 
inkubiert.
Präparation der Wirtszellen für die Phagenkultur
5 ml LB-MgM-Medium wurden mit E.coli XL-1-Blue MRF´-Zellen angeimpft und 
ÜN bei 37°C geschüttelt. 50 ml LB-MgM-Medium wurden mit 100 µl der ÜN-Kultur 
angeimpft und bei 37 °C bis zu einer OD
550
 von 0,5 inkubiert. Die Zellen wurden für 
10 min bei 4°C mit 1500g zentrifugiert und in 10 ml 10 mM MgSO
4
 aufgenommen 
und bei 4 °C gelagert.
Präparation der SOLR Bakteriensuspension
Von einem Glycerolstock wurde SOLR auf eine LB-Kanamycin-Platte ausgestrichen 
und ÜN bei 37°C inkubiert. Am nächsten Tag wurden 5 ml LB-Medium mit einer 
Einzelkolonie inokuliert und ÜN bei 37°C auf einem Schüttler inkubiert. 
50 ml LB wurde mit 500 µl der Übernachtkultur infi ziert und auf dem Schüttler bei 37 
°C bis zu einer OD
550
  von 0,5 - 1,0 inkubiert.
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5.2.12. Radioaktive Markierung von DNA-Sonden
Der für die radioaktive Markierung von DNA-Sonden verwendete Kit „Prime-It II“ 
beruht auf dem Prinzip der Bindung von zufälligen Oligonukleotiden an mehrere 
Stellen innerhalb einer DNA-Matritze (Feinberg et al., 1983). 25 ng der zu 
markierenden DNA wurden in Anwesenheit von 9mer-Oligonukleotiden für 5 min bei 
100°C denaturiert, wodurch eine Bindung der Primer an die DNA-Matritze ermöglicht 
wird. Nach dem Abkühlen des Ansatzes auf Zimmertemperatur und der Zugabe der 
nicht-markierten Nukleotide dCTP, dGTP, dTTP sowie 50 µCi α-[32P]-dATP fand 
für 5-10 min bei 37°C die Elongationsreaktion mit 5 U Klenow-Enzym statt, die 
durch Zugabe 2 µl 0,5 M EDTA pH 8,0 gestoppt wurde. Eine Abtrennung der nicht 
eingebauten Nukleotide erfolgte wie unter 5.2.5. beschrieben mit dem „QIAquick 
Nucleotide Removal Kit“. Danach wurde die Einbaurate des radioaktiven Nukleotids 
durch Messen der Tscherenkow-Strahlung im Szintillationszähler bestimmt.
5.3. RNA Methoden
5.3.1. RNA Isolierung
Die Isolierung von Gesamt RNA aus Hydra vulgaris erfolgte mit dem „RNeasy Mini 
Kit“ und dem „RNase-Free DNase Set“ der Firma Qiagen nach dem „RNase-Free 
DNase Set Protokoll“. Je 30 Tiere wurden für die Isolierung eingesetzt und die RNA 
in 40 µl H
2
O eluiert. Aus 30 Hydren konnte 16 µg Gesamt RNA isoliert werden. 
5.3.2. Reverse Transkription
Die Synthese von cDNA erfolgte mit dem „First-Strand cDNA Synthesis Kit“ nach 
Protokoll des Herstellers. Als Primer wurde das im Kit enthaltene Not1 dT 18 
Oligonukleotid verwendet. Für die Reverse Transkription wurden 3 µg Gesamt RNA 
eingesetzt.
5.3.3. Northern-Blot
Gelelektrophorese von RNA
Die elektrophoretische Auftrennung von RNA erfolgte in Agarosegelen (1,5% 
Agarose in RNA-Laufpuffer) mit einer Feldstärke von 3 V/cm in RNA-Laufpuffer. Um 
die Ausbildung eines pH-Gradienten und eine daraus resultierende Degradierung 
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der RNA zu vermeiden wurde der Laufpuffer während des Gellaufs kontinuierlich 
mit einer Pumpe umgewälzt. 10 µg Gesamt RNA wurden mit 2 µl RNA-Ladepuffer 
versetzt und auf 20 µl Endvolumen mit H
2
O aufgefüllt. Die Proben wurden für 10 
min bei 75°C denaturiert und anschließend auf Eis gestellt bis sie auf das Gel 
aufgetragen wurden. Zur Größenabschätzung bei der Auftrennung von Gesamt-
RNA-Präparationen dienten die im UV-Licht sichtbaren rRNA Banden mit Größen 
von etwa 3,3 kb und 1,8 kb oder ein mitaufgetragener RNA-Längenstandard.
Kapillartransfer
Nach der Elektrophorese wurde das Gel kurz in Wasser gespült und die RNA 
danach mittels Kapillartransfer über Nacht aus dem Gel auf eine Nylonmembran 
„geblottet“. Als Transferpuffer diente 10 mM Na
2
HPO
4
 pH 9. Die Membran wurde 
dann getrocknet und danach die RNA im UV-Crosslinker mit 1200 µJ irreversibel an 
die Membran fi xiert.
Filter-Hybridisierung
Für die Hybridisierung mit radioaktiv markierten DNA-Sonden (siehe 5.2.12.) 
wurden die Filter für 1,5 h bei 42°C mit Hybridisierungspuffer im Rotationsofen 
prähybridisiert. Die Hybridisierung erfolgte mit 2x105 cpm der radioaktiv markierten 
Sonde in Hybridisierungspuffer für 16 h ebenfalls bei 42°C. Unmittelbar vor der 
Zugabe zur Hybridisierungslösung wurde die Sonde für 5 min bei 95°C denaturiert. 
Nach der Hybridisierung wurde die nicht gebundene Sonde durch dreimal 15 min 
Waschen mit 2x SSC + 0,1 % SDS bei 42°C entfernt. Danach wurde die feuchte 
Membran in eine Plastikfolie gewickelt mit einem BioMax MS-Röntgenfi lm und den 
entsprechenden Intensifying-Screens bei -80 °C für 24 h exponiert. Sollte der Blot 
für weitere Hybridisierungen verwendet werden, wurde die gebundene Sonde durch 
zweimaliges Abkochen mit 0,1 % SDS entfernt. Anschließend konnte die Membran 
in einer Plastikfolie bei -20°C gelagert werden.
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5.4. Protein Methoden
5.4.1. Expression rekombinanter Proteine in E.coli
Ein einzelner Klon einer Top 10 E.coli Kolonie die den pTrcHis 2C Expressionsvektor 
mit dem jeweiligem Insert enthält, wurde in 3 ml LB-Amp-Medium angeimpft und ÜN 
bei 37°C und auf einem Schüttler (200 rpm) inkubiert. Am nächsten Tag wurden 
0,2 ml der Kultur mit 10 ml frischem LB-Amp-Medium verdünnt. Diese Kultur 
wurde bis zu einer OD
600
 von 0,6 bei 37°C auf einem Schüttler (200 rpm) inkubiert. 
1 ml der Kultur wurde als t
0
-Wert abgenommen, abzentrifugiert (14000g, 30sec) 
der Überstand verworfen und das Pellet bei -80°C eingefroren. In der restlichen 
Kultur wurde die Expression des rekombinanten Proteins durch Zugabe von IPTG 
(Endkonzentration: 1mM IPTG) induziert.  Nach einer und nach 24 h wurden jeweils 
1 ml Probe entnommen (t
1
- und t
24
-Wert) und wie der t
0
-Wert behandelt. 
5.4.2. SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)
Diese von Lämmli entwickelte Methode (Lämmli, 1970) ermöglicht es Proteine nach 
ihrem Molekulargewicht aufzutrennen. Die SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese 
erfolgte nach Standardmethoden in Bio-Rad Gelelektrophorese-Apparaturen 
(Mini-PROTEAN II Cell). Es wurden Sammelgele mit 4 % und Trenngele mit 12 % 
Polyacrylamid verwendet. 
Die Bakterienpellets wurden in 100 µl 2xAuftragspuffer resuspendiert und 5 
min bei 100°C aufgekocht. Pro Spur wurden 20 µl Protein in SDS-Probenpuffer 
aufgetragen. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 200 V in SDS-Laufpuffer. Eine 
Größenbestimmung erfolgte durch mitaufgetrennte Größenstandards.
5.4.3. Coomassie-Färbung
Für eine Comassie-Färbung wurde das Gel nach der Gelelektrophorese zunächst 5 
min in H
2
O gewaschen und danach für 30 min in Comassie-Färbelösung geschüttelt. 
Um die einzelnen Proteinbanden sichtbar zu machen wurde anschließend 
mehrmals mit dem Coomassie-Entfärber entfärbt. Zum Schluß wurde das Gel 2 h in 
Comassie-Gelfi xierer gelegt und dann in Einmachfolie eingespannt und ÜN bei RT 
getrocknet.
Material & Methoden
94
 5.4.4. Western-Blot
Um Proteinbanden einer SDS-PAGE spezifi sch anzufärben, wurden die Proteine 
aus dem Gel „semi-dry“ auf eine Nitrocellulose Membran transferiert. Auf der 
Membran konnten die Proteine mit einem Antikörper detektiert werde.
„Semi-dry“-Blot
Der Transfer erfolgte in einer „Semi-Dry-Transfer-Cell“ von Bio-Rad mit einem 
kontinuierlichen Puffersystem. Dazu wurden in dieser Reihenfolge:3 Whatman-
Papiere (in Transferpuffer getränkt), Nitrocellulose-Membran (in H
2
O getränkt), SDS-
Gel (15 min in Transferpuffer äquilibriert) und 3 Whatman-Papiere (in Transferpuffer 
getränkt) luftblasenfrei auf die Plattenanode (Boden der Apparatur) geschichtet. 
Nach dem Aufl egen der Plattenkathode erfolgte 40 min lang der Transfer mit einer 
Spannung von 15 V. 
Antikörper-Färbung
Nach dem Blotten wurde die Membran 1 h im Blockpuffer geschüttelt und danach 
1 h mit dem Anti-Myc-Antikörper (1:5000 in Blockpuffer) inkubiert. Darauf folgten 
drei Waschschritte  für je 10 min in TBS-T. Danach wurde die Membran mit dem 
2.Antikörper (Anti-Maus; 1:3000 in TBS-T) 1 h inkubiert. Es folgten drei Waschschritte 
mit TBS-T (3X10 min) und abschließend einer mit TBS (10 min). Danach wurde die 
Membran 1 min im Reaktions-Puffer äquilibriert. Anschließend erfolgte die Detektion 
mit der Färbelösung. Die Färbereaktion wurde durch das Spülen mit H
2
O und eine 
anschließende Inkubation mit TE gestoppt.
5.5. Zellbiologische Methoden
5.5.1. Hydrakultur
Hydra vulgaris wurden bei 18°C in Hydramedium gezüchtet. Die Tiere wurden 
fünfmal die Woche mit frisch geschlüpften Artemia Larven gefüttert (Lenhoff et al., 
1970; Bosch et al., 1984).
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5.5.2. Annexin-V-FITC Färbung dissoziierter Zellen
Die Analyse apoptotischer Hydra Zellen auf Exposition von Phosphatidylserin 
erfolgte mit Hilfe des  „Annexin-V-FLUOS Staining Kit“. Annexin V ist ein Protein das 
in Abhängigkeit von Ca2+ mit hoher Affi nität Phosphatidylserin bindet (Vermes et al., 
1995). Es kann daher als eine sensitive Probe für die Exposition von Phosphatidylserin 
auf die Außenseite der Zellmembran und damit zur Detektion apoptotischer Zellen, 
verwendet werden. Da es auch in nekrotischen Zellen aufgrund des Verlustes der 
Membranintegrität zur Exposition von Phosphatidylserin kommt, müssen diese von 
apoptotischen Zellen unterschieden werden. Dies geschieht durch Cofärbung mit 
Propidium Iodid, welches nur die DNA nekrotischer Zellen färbt.
Als erstes wurden je 10 Hydren zur Induktion von Apoptose 4 h in Hydramedium 
mit 0,4% Colchizin behandelt. Danach wurden die Tiere dreimal sorgfältig in 
Dissoziationsmedium gewaschen und in 200 µl Dissoziationsmedium mit Pronase 
in Einzelzellen dissoziiert. Die Zellen wurden mit 200g pelletiert und zweimal mit 
Dissoziationsmedium gewaschen. Nach der letzten Zentrifugation wurde das 
Pellet in 50 µl Färbelösung (48 µl Inkubationspuffer mit 1µl Annexin-V-FLUOS und 
1µl Propidium Iodid) resuspendiert und im Dunklen 20 min bei RT inkubiert. Die 
Auswertung erfolgte mit Hilfe des konfokalen Laser Mikroskop.
5.5.3. Konfokale Mikroskopie
Die Färbung GFP-transformierter Tiere mit FM4-64, MitoTracker Red580,  SYTO15 
und TO-PRO3 und die anschließende Aufnahme von Einzelzellen im Konfokalen 
Laser Scanning Mikroskop erfolgte wie in Cikala et al. 2004 beschrieben. 
5.5.4. Transformation von DNA in Hydra
Für die Transformation von Plasmid DNA in Hydra wurden zwei Methoden neu 
etabliert:
Ballistische Transformation
Bei der Ballistischen Transformation kamen entweder die Helios GeneGun der 
Firma Bio-Rad oder eine, am Botanischen Institut der LMU gebaute, Partikel-
Kanone (Wetterauer et al. 2000) zum Einsatz. Die genauen Bedingungen sind der, 
im Rahmen dieser Doktorarbeit entstandenen, Publikation Böttger et al. 2002 zu 
entnehmen.
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Mikroelektroporation
Die von Tsuyoshi Momose verbesserte Mikroelektroporationsmethode (Momose 
et al., 1999) wurde für die Anwendung in Hydra modifi ziert. Je ein einzelnes, 
knospenloses Tier wurde auf eine Petrischale gelegt. Das gesamte Hydramedium 
wurde abgenommen und das Tier in einem 25 µl  großen Tropfen DNA-Lösung 
(2 mg/ml DNA in TE) eingeschlossen. Dann wurden die zwei, je 1,5 cm langen 
Elektroden (Annode: Silberdraht, 100 µm Durchmesser; Kathode: Wolframdraht, 50 
µm Durchmesser) manuell parallel der Längsachse an das Tier angelegt. Es wurden 
5 Rechteckspulse mit einer Amplitude von 75 V und einer Dauer von 50 ms in einem 
Abstand von je 1 s  appliziert. Dabei  wurde darauf geachtet mit den Elektroden die 
Tiere nicht zu berühren.
Die Spannungspulse wurden an einem Oszilloskop kontrolliert. Nach der 
Mikroelektroporation wurden die Tier wieder in Hydramedium gelegt und nach 48 h 
ausgewertet.
5.6. Phylogenetische Rekonstruktion
Für die Berechnung eines Stammbaums der Caspasen wurden zunächst mittels 
Pubmed und NCBI-Blast Caspasesequenzen aus verschiedenen Organismen 
gesammelt. Für die Phylogenetische Analyse wurden die Sequenzen von 58 
Caspasen benützt. Dazu kamen die Sequenzen von 5 Paracaspasen und einer 
Metacaspase. Die „accession numbers“ der Sequenzen lauten:
1. Metacaspase: NP014840 [Saccharomyces cerevisiae].
2. Paracaspase: XP225927 [Rattus norvegicus], AAG38589 [Homo sapiens], 
AAG38590 [Danio rerio], AAG38592 [Dictyostelium discoideum], 
NP495424 [Caenorhabditis elegans].
3. Caspase-1: L28095 [Mus musculus], X65019 [Homo sapiens], AAC69917 
[Gallus gallus], D89783 [XICE-a, Xenopus laevis], D89785 
[XICE-b, Xenopus laevis].
4. Caspase-2: Y13085 [Mus musculus], U13021 [Homo sapiens], Q98943  
    [Gallus gallus], AB038168 [Xenopus laevis].
5. Caspase-3: AF412335 [Branchiostoma fl oridae], Y13086 [Mus musculus], 
U13737 [Homo sapiens], AF083029 [Gallus gallus], D89784 
[Xenopus laevis], NP571952 [Danio rerio].
6. Caspase-4: Z48810 [Homo sapiens], NP788811 [Bos taurus].
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7. Caspase-5: X94993 [Homo sapiens],
8. Caspase-6: Y13087 [Mus musculus], U20536 [Homo sapiens], AF082329 
[Gallus gallus], AB038169 [Xenopus laevis], AAN45850 
[Branchiostoma fl oridae],
9. Caspase-7: Y13088 [Mus musculus], U47332 [Mesocricetus auratus], 
U37448 [Homo sapiens], AB038170 [Xenopus laevis].
10. Caspase-8: AF067841[Mus musculus], AF102146 [Homo sapiens], 
AAL23700 [Gallus gallus], BAA94749 [Xenopus laevis], 
NP571585 [Danio rerio].
11. Caspase-9: NP056548 [Mus musculus], U60521 [Homo sapiens], AAL23701 
[Gallus gallus], BAA94750 [Xenopus laevis].
12. Caspase-10: U60519 [Homo sapiens], BAA94751[Xenopus laevis].
13. Caspase-11: Y13089 [Mus musculus], AAK38735 [Rattus norvegicus].
14. Caspase-12: Y13090 [Mus musculus], AAL26897 [Rattus norvegicus].
15. Caspase-14: AJ007750 [Mus musculus], AF097874 [Homo sapiens].
16. Porifera-Caspasen:   CAC83013 [Geodia cydonium]
17. Arthropoda-Caspasen: CAB53565  [DRONC, Drosophila melanogaster], 
Y12261[drICE, Drosophila melanogaster], AAC33117 [DREDD, 
Drosophila melanogaster], AAF78092 [DREAM, Drosophila 
melanogaster], AAD54071 [DECAY, Drosophila melanogaster], 
AAB58237 [dcp1, Drosophila melanogaster], AAF82437 
[DAMM, Drosophila melanogaster].
18. Nematoda-Caspasen:   P42573 [CED3 Caenorhabditis elegans], 
NP741055 [csp1-, Caenorhabditis elegans], NP741419 [csp2- 
Caenorhabditis elegans].
Zunächst wurde mit dem Programm CLUSTALX ein multiples „Alignment“ der 
64 Sequenzen berechnet. Dieses Alignment wurde in dem Format „Nexus“ 
abgespeichert und so in das Programm Seqpub importiert. Hier wurden alle 
Positionen in dem „Alignment“ deletiert, die in mindestens einer Sequenz eine Lücke 
enthielten. Das so bearbeitete Alignment wurde in das Format „Phylip“ konvertiert. 
Mit diesem Alignment wurde durch das Programm TREE-PUZZLE 5.0 in einem 
ersten Schritt ein quartet-puzzling Baum berechnet. Die eingestellten Parameter 
lauten:
Type of analysis?      Tree reconstruction
Tree search procedure?     Quartet puzzling
Approximate quartet likelihood?    Yes
List unresolved quartets?    No
Number of puzzling steps?   25000
List puzzling step trees?  Unique topologies
Display as outgroup?     Metacaspase
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Compute clocklike branch lengths?  No
Parameter estimates?     Approximate (faster)
Parameter estimation uses?    Neighbor-joining tree
SUBSTITUTION PROCESS
Type of sequence input data?    Auto: Amino acids
Model of substitution?    Auto: VT (Mueller-Vingron 2000)
Amino acid frequencies?     Estimate from data set
RATE HETEROGENEITY
Model of rate heterogeneity?    Uniform rate
In einem zweiten Schritt wurden die Wahrscheinlichkeiten der einzelnen „puzzling 
step trees“ für jeden einzelnen Baum berechnet. Die eingestellten Parameter 
lauten:
Type of analysis?     Tree reconstruction
Tree search procedure?     User defi ned trees
Compute clocklike branch lengths?  No
Parameter estimates?     Approximate (faster)
Parameter estimation uses?    1st input tree
SUBSTITUTION PROCESS
Type of sequence input data?    Auto: Amino acids
Model of substitution?     Auto: VT (Mueller-Vingron 2000)
Amino acid frequencies?     Estimate from data set
RATE HETEROGENEITY
Model of rate heterogeneity?    Gamma distributed rates
Gamma distribution parameter alpha?  Estimate from data set
Number of Gamma rate categories?  8
Aus dem besten Baum, und allen nicht signifi kant schlechteren Bäumen, wurde mit 
dem Programm Consensus der Endgültige Stammbaum berechnet. 
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